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(57) Abstract 

The invention concerns nucleic sequences derived from a human erythrovirus, their fragments and their applications as diagnostic 
reagent and as immunogenic agent. Said sequences are selected among the sequences having a > 10 % genetic divergence over the 
whole genome with respect to the B 19 erythrovirus sequences, the sequence SEQ ID N0:1 and the nucleotide sequences capable of being 
hybridized with said sequence ID NO:l. 

(57) Abr^g^ 



Sequences nucl6iques issues d'un Erythrovirus humain. leurs fragments ainsi que leurs applications, en tant que rtfactif de diagnostic 
et en tant qu'agent immunogfene. Ces s^uences sont s61ectionn6es parmi les sequences prEsentant une divergence g^ndtique ^ 10 % sur 
rensemble du genome par rapport aux sequences de reiythrovirus B19, la sequence SEQ ID NO:I et les s6quences nuclEotidiques capables 
de s'hybrider avec ladite sequence ID NO:l. 
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ERYTHROVIRUS ET SES APPLICATIONS- 

La presente invention est relative a des sequences nucleiques issues 
d'un ^rythrovirus humain, a leurs fragments ainsi qu'a leurs applications, en tant que 
reactif de diagnostic et en tant qu'agent immunogene. 
5 Les etudes s6ro-epidemiologiques montrent que I'infection par le 

parvovirus B19, recemment renomme erythrovirus B19, est communement et large- 
ment repandue dans le monde entier. 

En Europe, la seroprevalence pour 1' erythrovirus B19 est d' environ 
10 % chez les sujets de moins de 5 ans, d'environ 50 % pour les sujets de plus de 20 
10 ans et superieure a 90% chez les personnes agees. 

Le taux eleve de seroprevalence suggere que Terythrovirus B19 est 
tres contagieux. Lors d'6pidemies, le taux de transmission a des sujets en contact 
rapproche est de 10 ^ 60 %, la voie de transmission etant principalement aerieime 
(secretions respiratoires). 
15 L' erythrovirus B19 est un virus specifiquement humain. L'infection 

aigue entraine communement une Eruption cutanee maculo-papuleuse benigne chez 
Tenfant (megalerytheme 6pidermique ou 5^^ maladie). Des arthralgies peuvent 
accompagner Teruption, et exceptionnellement devenir chroniques. 

Une crise erythroblastique aigug transitoire survient habituellement, 
20 chez les patients deja porteurs d'une anemie hemolytique chronique (drepanocytose, 
thalassemie, deficit en pyruvate kinase...), entrainant une an6mie aigue aregenerative 
transitoire. 

La primo-infection aigue par Terythrovirus B19 est particulierement 
dangereuse chez la femme enceinte avec un risque de transmission au foetus estime a 
25 30 %. Le risque de mort foetale est estime entre 5 et 9 % par anemie, insuffisance 
hepatique, insuffisance cardiaque et anasarque foeto-placentaire. 

Les infections chroniques a erythrovirus B19 se rencontrent 
essentiellement chez les sujets immunod6primes (leucemie my^oide chronique, 
deficit inununitaire humoral et cellulaire, greffes d'organe ou de moelle, malades du 
30 SIDA). 
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Chez les patients VIH-1 seropositifs, Tinfection chronique par ery- 
throvims B 19 est responsable d'anemie chronique, mais peut egalement agir sur les 
autres lignees (neutropenie et surtout thrombopenie). L'absence de r^ponse immuni- 
taire humorale suffisante chez ces patients permet Tinstallation d'une erythroviremie 
5 chronique et explique a la fois r^rythroblastopenie chronique et Tabsence des autres 
symptomes tels que le rash ou les arthralgies. 

L'erythrovims B19 est un virus a genome ADN a simple brin 
d'environ 5,4 kbases ; c'est le seul erythrovirus repertorie a ce jour ; toutes les souches 
qui ont ete sequencees et qui ont fait I'objet d'une publication dans les banques de 
10 sequences (GenBank ou EMBL) presentent une faible variabilite genetique, (98 % de 
similitude en sequence nucleotidique sur Tensemble du genome et 96 % de similitude 
sur la region VPl) (R.0, SHADE, 1 Virol, 1986, 58, 3, 921-936, B19-AU), 

Le diagnostic virologique des infections a erythrovirus B19 repose 
essentiellement sur la detection du genome viral, dans la mesure ou la culture n'est pas 
15 realisable en routine. 

Pour les infections aigues, a erythrovirus B19 (primo-infections), 
cette detection peut se faire par amplification genique (PGR), mais aussi par hybrida- 
tion (dot'blof)y compte tenu du titre viral, habituellement tres eleve lors des primo- 
infections (jusqu'a lO^Vml de serum) ; toutefois, le titre viral est beaucoup plus faible 
20 lors des infections chroniques et seule une m6thode de detection par amplification 
genique est envisageable. 

Ces techniques de detection sont tributaires de la variabilite 
genetique du virus recherche ; les reactifs, prepares a partir des sequences 
d'erythro virus B19 connues, ne permettent pas de detecter les infections a erythrovirus 
25 variant, ni par amplification genique, ni par le serodiagnostic B19. 

En effet, les tests serodiagnostics existants sont specifiques de 
I'erythrovirus B19 (Demande Internationale PCT WO 91/12269 ; Demande Inter- 
nationale PCT WO 96/09391 GDEIA® Parvovirus B19 IgG et IgM, DAKO ; Parvo- 
virus B19 IgG et IgM Enzyme Immunoassay, BIOTRIN)). 
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En consequence, les techniques de detection precisees ci-dessus 
risquent d'aboutir a des resultats negatifs tant au niveau nucleique qu'en ce qui 
conceme la reponse en anticorps. 

La mise en Evidence et la prise en compte de nouveaux variants sont 
5 importantes pour mettre au point : 

- des reactifs de detection et de diagnostic des infections a erythro- 
virus humain (serodiagnostic, PGR, hybridation), suffisamment sensibles et sp^ci- 
fiques, c'est-a-dire ne conduisant pas a des resultats faussement negatifs ou fausse- 
ment positifs, 

10 - des compositions aptes k proteger vis-a-vis de I'ensemble des 

infections k erythrovirus (vaccins) et 

- des compositions aptes a traiter une infection k Erythrovirus variant 
(serotherapie, anticorps monoclonaux). 

Les Inventeurs se sont done donn6 pour but de pourvoir a des 
15 sequences issues d'erythrovirus, aptes a permettre la detection d'un Erythrovirus 
variant (denomme Erythrovirus de type V9), c'est-a-dire genetiquement eloigne de 
r Erythrovirus B 19. 

La prEsente invention a pour objet une sEquence d'acide nuclEique, 
caractErisEe en ce qu'elle est sElectionnEe dans le groupe constituE par : 
20 - les sEquences issues d'un Erythrovirus, qui, molEculairement, ne 

pent etre reconnu comme un Erythrovirus B 19 car prEsentant une divergence ou 
distance genetique > 10% (<90 % de similitude) sur Tensemble du gEnome par 
rapport aux sequences de Terythrovirus B19 et prEsentant une divergence gEnetique 
inferieure ou Egale k 6 % (> 94 % de similitude) par rapport a la sEquence SEQ ID 
25 N0:1, 

- la sEquence SEQ ID N0:1 et 

- les sEquences nucIEotidiques capables de s'hybrider en conditions 
stringentes avec ladite sEquence ID NO:l. 

Get Erythrovirus variant est dEnommE variant de type V9. 
30 On entend par conditions stringentes, au sens de la prEsente 

invention, les conditions suivantes : 
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. hybridation pendant 3 a 24 h dans un tampon IXSSC contenant 50 
% de fomamide, ^ ^TQ et 

. 3 lavages de 15 min dans un tampon 2XSSC, a 60*'C. 

La sequence SEQ ID N0:1, qui correspond a environ 95 % du 
5 genome d'un erythrovirus de type V9 et qui inclut toutes les sequences codantes, 
pr&ente une carte de restriction differente de celle des erythrovirus B19, notamment 
pour ce qui conceme les sites BamHI (aucun site), Hindlll (un seul site) et PvuII (cinq 
sites). 

De maniere plus precise, la sequence SEQ ID N0:1 presente im 
10 profil de restriction different de celui de I'erythrovirus B19, notamment par les sites de 
restriction suivants : Acc I, Afl III, Alw I, AlwN I, Apa I, Ava I, Ava II, Avr II, 
BamH I, Ban I, Ban II, Bbe I, Bbs I, BceF I, Beg I, Ben I, Bgl II, Bsg I, BsiE I, Bsm 
I, BsmA I, Bspl20 I, BspH I, BspM I, BsrF I, BstllO? I, BstE II, BstU I, Bsu36 I, 
Dpn I, Dra IH, Dsa I, Eae I, Eag I, Ear I, Ecll36 I, EcoN I, Ecol09 I, EcoR I, Ehe I, 
15 Fok I, Hae I, Hae III, Hga I, HgiA I, Hha I, Hinc II, Hind III, HinP I, Hpa I, Kas I, 
Mae U, Mbo I, Mcr I, Msc I, Mun I, Nar I, Nci I, Nco I, Nsi I, Nsp I, Nsp7524 I, 
NspB II, NspC I, PflM I, Pme I, PpulO I, PpuM I, Pst I, Pvu II, Sac I, Sau3A I, Sea I, 
SfaN I, Sfc I, Sma I, Spe I, Sph I, Ssp I, Stu I, Sty I, Swa I, Tthl 1 1 I, Xba I, Xma I et 
leiirs isoschizom^res. 

20 La presente invention a egalement pour objet des fragments de la 

sequence ID N0:1, aptes a permettre ia detection d'un Erythrovirus V9 et caract6ris6s 
en ce quails comprennent une sequence nucleotidique sElectionnee dans le groupe 
constitue par : 

a) une sequence correspondant aux positions 328-2340 de la SEQ ID N0:1, codant 
25 pour la proteine NSI (SEQ ID N0:81), 

b) une sequence correspondant aux positions 1796-2017 de la SEQ ID N0:1, codant 
pour la proteine de 7,5 kDa (SEQ ID NO:83), 

c) une sequence correspondant aux positions 2336-4678 de la SEQ ID N0:1, codant 
pour la proteine VPl (SEQ ID NO:85), 

30 d) une sequence correspondant aux positions 2336-3016 de la SEQ ID N0:1, codant 
pour la prot&ne VPlu (SEQ ID NO:87), 
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e) une sequence correspondant aux positions 2523-2828 de la SEQ ID N0:1, codant 
pour la proteine X (SEQ ID NO:89), 

f) une sequence correspondant aux positions 3017-4678 de la SEQ ID N0:1, codant 
pour la proteine VP2 (SEQ ID N0:91), 

5 g) une sequence correspondant aux positions 4488-4883 de la SEQ ID N0:1, codant 
pour la proteine de 1 1 kDa (SEQ ID NO:93), 

h) une sequence nucleotidique capable de s'hybrider avec Tune des sequences SEQ ID 
N0:1, SEQ ID N0:81, SEQ ID NO:83, SEQ ID NO:85, SEQ ID NO:87, SEQ ID 
NO:89, SEQ ID N0:91 ou SEQ ID NO:93, 

10 i) les sequences SEQ ID NO:2-80, 

j) les sequences SEQ ID NO:105 (E1905f), 106 (E1987rX 107 (E2076f), 108 
(E2151r), 109 (E2406r), 110 (E2149rs), 111 (E2717f), 112 (E2901r), 113 (el855f), 
114 (e2960r), 115 (el863f), 116 (e2953), 117 (e2435fStuI/Bgm), 118 (e4813rEcoRI), 
119 (e3115fflamHI), 120 (e4813rBamHI) et 121 (el954fp) et 

15 k) les sequences complementaires des sequences precedentes, les fragments issus des 
sequences precedentes d'au moins 17 nucleotides ou leurs sequences 
complementaires. 

Au sens de la presente invention, on entend par sequence nucleique 
ou sequence nucleotidique (sequence d'ADN ou d'ARN), Tune des sequences, telles 
20 que definies ci-dessus et leurs sequences complementaires (sequences anti-sens) ainsi 
que les sequences comprenant une ou plusieurs desdites sequences ou fragments de 
celles-ci, 

L'invention englobe egalement des fragments nucl6otidiques 
complementaires des precedents ainsi que des fragments modifies par rapport aux pre- 

25 cedents, par enlevement ou addition de nucleotides dans ime proportion d' environ 
15 %, par rapport a la longueur des fragments ci-dessus et/ou modifies au niveau de la 
nature des nucleotides, des lors que les fragments nucl^otidiques modifies conservent 
une capacity d'hybridation avec la sequence d'ADN ou d'ARN d'erythrovirus V9, 
analogue a celle que presentent les fragments correspondants non modifies. 

30 Certains de ces fragments sont specifrques et sont utilises comme 

sonde ou amorce ; ils s'hybrident specifiquement k un erythrovirus V9 ou un erythro- 
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virus apparente ; on entend par virus apparente a Terythrovirus V9, un erythrovirus 
pr6sentant une divergence genetique < ou egale a 6%; ces fiagments sont 
selectionnes dans le groupe constitue par les sequences SEQ ID NO:45-80 et NO: 108 
et 110, ou leurs sequences complementaires, les sequences issues de ces sequences 
5 d'au moins 17 nucleotides et les sequences comprenant lesdites sequences et trouvent 
application dans T identification specifique d'un erythrovirus V9 ou d'un erythrovirus 
apparente. 

D'autres de ces fragments sont utilises en tant qu*amorces, pour 
I'amjplification de sequences issues d*un erythrovirus de type V9 ou apparente, telle 

10 que la sequence SEQ ID N0:1 ; ces amorces sont choisies dans le groupe constitue par 
les sequences SEQ ID NO:2-44 et les sequences SEQ ID NO:105-109 et 111-121 ou 
leurs sequences complementaires et les sequences issues desdites sequences, d'au 
moins 17 nucleotides. 

Lesdits fragments incluent egalement, lorsqu'il s'agit d'amorces, les 

15 sequences anti-sens. 

De telles sequences trouvent apphcation pour T identification diffe- 
rentielle des erythrovirus (erythrovirus B19 et erythrovirus V9), associees avec des 
sondes telles que definies ci-dessus et/ou a des enzymes de restriction convenables. 

Lesdites amorces comprennent de preference entre 17 et 30 nucleo- 

20 tides ; des amorces preferees, sont les suivantes : la sequence SEQ ID NO: 105 posi- 
tions 1797-1815 de la sequence SEQ ID N0:1), qui correspond a un fragment de la 
sequence SEQ ID NO:10, la sequence SEQ ID NO:106 (positions 1899-1879 de la 
sequence SEQ ID N0:1), qui correspond a un fragment de la sequence anti-sens de la 
sequence SEQ ID N0:11, la sequence SEQ ID NO:107 (positions 1968-1987 de la 

25 sequence SEQ ID N0:1), qui correspond a un fiagment de la sequence SEQ ID 
NO: 13, la sequence SEQ ID NO: 108 (positions 2061-2043 de la sequence SEQ ID 
N0:1), qui correspond k un fiagment de la sequence anti-sens de la sequence SEQ ID 
NO:58, la sequence SEQ ID NO:109 (positions 2317-2298 de la sequence SEQ ID 
N0:1), qxii correspond k un fi:agment de la sequence anti-sens de la sequence SEQ ID 

30 NO: 16, la sequence SEQ ID N0:111 (positions 2609-2627 de la sequence SEQ ID 
N0:1), qui correspond k un firagment de la sequence SEQ ID NO: 19 et la sequence 
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SEQ ID N0:112 (positions 2812-2793 de la sequence SEQ ID N0:1), qui correspond 
a un fragment de la sequence anti-sens de la sequence SEQ ID NO:23. 

Des paires d'amorces preferees sont les suivantes : 

- paire A : amorces SEQ ID N0:1 1 1 et SEQ ID N0:1 12 ; 
5 - paire B : amorces SEQ ID NO: 1 05 et SEQ ID NO: 1 06 ; 

. paire C : I'une des sequences SEQ ID NO :2-44, 105, 106, 107, 
109, 1 1 1 ou 1 12 et rune des sequence SEQ ID NO:45-80, 108 ou 1 10 ; 

- paire D : amorce SEQ ID NO: 107 et amorce SEQ ID NO: 109 ; 

- paire E : deux amorces selectionnees parmi les sequences SEQ ID 
10 NO:2-44, 105, 106, 107, 109, 1 1 1 ou 1 12 ; 

- paire F : deux amorces selectionnees parmi les sequences SEQ ID 
NO:45-80, 108oull0. 

Ces differentes amorces peuvent etre utilisees, selon le fragment 
amplifie, comme amorce sens ou comme amorce anti-sens. 

15 La presente invention a egalement pour objet un 6rythrovirus 

variant, caracterise en ce que son genome ne peut etre reconnu moleculairement 
conrnie un 6rythrovirus B19, en ce qu'il presente une divergence < ou egale kSVo 
avec la sequence SEQ ID NO :1, telle que definie ci-dessus et en ce que son genome 
s'hybride specijSquement, dans des conditions stringentes, telles que celles definies ci- 

20 dessus, avec Tune des sequences SEQ ID NO:45 a 80, 108 et 1 10, telle que definie ci- 
dessus. 

La presente invention a egalement pour objet un plasmide, 
caracterise en ce qu'il comprend le genome viral d'une souche d'erythro virus variant, 
denomm6e erythrovirus V9 ou un fragment de celui-ci, ne pouvant etre reconnue 
25 moleculairement comme un erythrovirus B19 et presentant avec ce dernier une 
divergence gen6tique > 10 % sur Tensemble du genome par rapport aux sequences de 
rerythrovirus B19 et une divergence < ou egale a 6% avec la sequence SEQ ID 
N0:1. 

Le genome viral dudit erythrovirus V9 est considere comme 
30 genetiquement 61oign6 de Terythrovirus B 1 9. 
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Selon un mode de realisation avantageux dudit plasmide, 11 inclut la 
sequence SEQ ID NO:l (PCD.V9.C22). 

La presente invention a egalement pour objet un reactif de diagnostic 
pour la detection differentielle des erythrovirus de type V9, caracterise en ce qu'il est 
5 s^lectionne parmi les sequences SEQ ID NO:45-80, 108 et 110, eventuellement 
marquees avec un marqueur approprie. 

Parmi les marqueurs appropries, on peut citer, les isotopes radio- 
actifs, les enzymes, les fluorochromes, des mairqueurs chimiques (biotine...), les 
haptenes (digoxygenine...) et les anticorps ou analogues de bases appropriees. 
10 La presente invention a egalement pour objet im procede de detec- 

tion rapide et difKrentiel des Erythrovirus, par hybridation et/ou amplification 
genique, realise a partir d'lm echantillon biologique, lequel procedE est caracterise en 
ce qu'il comprend : 

(1) une etape dans laquelle Ton met en contact un echantillon biolo- 
15 gique a analyser avec au moins une sonde de sequence SEQ ID NO:45-80, 108 ou 1 10 

et 

(2) une etape dans laquelle on detecte par tout moyen approprie le ou 
les produits resultant de Tinteraction sequence nucleotidique d'erythrovirus-sonde. 

De manifere preferee, Thybridation comprend une prehybridation, 
20 qui est realisee dans un tampon qui comprend 5-60 % de formamide ; 1-5X SSC ; 2 % 
de reactif de blocage (Blocking buffer y Boehringer Mannheim, Meylan, France) ; 0,1 
% de N-lauryl sarcosine ; 0,01-5 % de SDS, i 40-70^C pendant 90 minutes, puis 
rhybridation est realisee dans 3 ml d'un tampon de meme composition avec 10 jil de 
sonde marquee a 40-70'*C pendant 1-30 heures. 
25 Conformement audit procede, il peut comprendre, prealablement k 

r^tape (1) : 

. une etape d'extraction de Tacide nucleique a detecter, appartenant 
au genome du virus, eventuellement present dans Techantillon biologique, et 

. au moins un cycle d*amplification genique. 
30 L'etape d'amplification genique est notamment realisee a Taide 

d'une des techniques d'amplification genique suivante : amplification par la QP- 
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replicase (I. Haruna et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 1965, 54, 579-587), PGR 
(reaction de polymerisation en chaine) (R.K. Saiki et al., 1986, Nature, 324:163-6) , 
LCR (ligase chain reaction) (F. Barany, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 1991, 88*, 189- 
193), ERA {end-run amplification) (C. Adams et al., 1994, Novel amplification 
5 technologies for DNA/RNA-based diagnostics meeting, San Francisco, CA, Etats- 
Unis), CPR {cycling probe reaction) (P. Duck et al., Biotechniques, 1990, 9, 142-147) 
ou SDA {strand displacement amplification) (GT. Walker, 1994, SDA: novel 
amplification technologies fi)r DNA/RNA-based diagnostics meeting, San Francisco, 
CA, Etats-Unis). 

10 Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit precede, les 

cycles d' amplification sont r^alis^s k Taide d'une paire d'amorces s^lectionnee parmi 
les sequences SEQ ID NO:2-44, 105-109 et 111-112 et les fi:agments de ces 
sequences, de maniere preferee parmi les paires d' amorces telles que definies ci- 
dessus. 

15 Lorsque Ton utilise la paire A, le produit d'amplification est avanta- 

geusement crible par action de I'enzyme de restriction Apa I (GGGCCC) : le produit 
d'amplification d*un genome B 19 est clive par Apa I (generant 2 Augments de 149 et 
55 paires de bases (pb)) alors que le produit d*amplificatibn d'un genome V9 n'est pas 
clive par Apa I (un fi:agment de 204 pb) ; une electrophorese sur gel d'agarose ou 

20 d'acrylamide permet de distinguer ces firagments de restriction. 

Lorsque Ton utilise la paire B, le produit d'amplification est avanta- 
geusement crible par action de Tune des enzymes de restrictions suivantes : Bglll 
(AGATCT), ou Muni (CAATTG) ; on obtient ainsi differents fragments selon qu'il 
Skagit d'un erythrovinis V9 ou B19 ; un fi-agment qui comprend un site de restriction 

25 Bglll est specifique de Terythrovirus V9 variant tel que defini ci-dessus, alors que les 
Erythrovinis B19 comprennent dans cette zone, un site Muni. Le produit 
d'amplification d'un genome B19 est clive par Muni (generant 2 firagments de 36 et 
67 pb) et n*est pas clive par BgUI (un fiagment de 103 pb) alors que le produit 
d'amplification d'un genome V9 est clive par BglH (2 Augments de 19 et 84 pb) et 

30 n'est pas clive par Muni (un fiagment de 103 pb) ; une electrophorese sur gel 
d'agarose ou d'acrylamide permet de distinguer ces diffiSrents firagments de restriction. 
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Lorsque Ton utilise la paire C (une amorce apte k hybrider avec tous 
les 6rythrovirus et une amorce apte a hybrider de maniere specifique avec 
rerythrovirus V9) ou la paire F (deux amorces aptes a hybrider de maniere specifique 
avec rerythrovirus V9), le genome V9 est amplifie alors qu'il n'y a pas d'amplification 
5 specifique avec le genome B 1 9. 

Lorsque Ton utilise la paire D, le produit d'amplification est avanta- 
geusement crible par hybridation avec une sonde specifique marquee de rerythrovirus 
V9, selectionnee parmi les sequences SEQ ID NO:58-60 et 110, de preference par 
hybridation avec la sonde de sequence SEQ ID NO: 110 ; le produit d'amplification 
10 tfun genome V9 hybride de maniere specifique avec ces sondes et notamment la sonde 
de sequence SEQ ID NO: 110, alors que le produit ^amplification d'lm genome B19 
n'hybride pas avec les sondes precit^es. 

Lorsque Ton utilise la paire E, le produit d'ampUfication est crible 
par tout procede d'hybridation avec une sonde specifique de rerythrovirus V9 selec- 
15 tionnee parmi les sequences SEQ ID NO:45-80, 108 et 110 ; dans ce cas, le produit 
d'amplification d'un genome V9 hybride avec la sonde, mais pas le produit 
d'amplification d'un genome B19. 

L'invention a egalement pour objet Tutilisation des sequences 
d6crites ci-dessus, de firagments issus de ces sequences ou de lexirs complementaires, 
20 pour la mise en oeuvre d'un proc6d6 d'hybridation ou d'amplification genique de 
sequence nucl6iques d'erythrovirus, ces procedes etant applicables au diagnostic in 
vitro de Tinfection potentielle d'un individu par un erythrovinis de type V9. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de criblage 
et de typage d'un er3^ovirus V9 ou apparente, caracterise en ce qu'il comprend la 
25 mise en contact d' une sonde selectionnee dans le groupe constitue par les sequences 
SEQ ID NO:45-80, 108 et 110, 6ventuellement marquee, avec I'acide nucleique du 
virus a typer et la detection de Thybride acide nucleique-sonde obtenu. 

La presente invention a egalement pour objet des produits de traduc- 
tion, caracterises en ce qu'ils sont codes par une sequence nucleotidique telle que defi- 
30 nie ci-dessus. 
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La presente invention a egalement pour objet une proteine, caracteri- 
see en ce qu'elle est notamment susceptible d'etre exprimee a I'aide d'une sequence 
nucleotidique seiectionn6e dans le groupe constitue par les sequences SEQ ID NO: 81, 
83, 85, 87, 89, 91 et 93, telles que definies ci-dessus et les peptides derives 
5 comprenant entre 7 et 50 amino-acides. 

On entend par peptide, ci-apres, aussi bien les proteines que les 
peptides, tels que definis ci-dessus. 

De tels peptides sont notamment aptes a etre reconnus par des anti- 
corps induits par un erythrovirus V9 et/ou a induire la production d'anticorps anti- 
10 erythrovirus V9. 

Lesdits peptides sont notamment selectionnes parmi les sequences 
SEQ ID NO:82 (proteine NSl), SEQ ID NO:86 (proteine VPl), SEQ ID NO:88 
(proteine VPl unique), SEQ ID NO:92 (proteine VP2) et SEQ ID NO:95-104, a savoir 
des fragments de la proteine VPl [peptide VPla (SEQ ID NO:95) ; peptide VPlb 

15 (SEQ ID NO:96) ; peptide VPlc (SEQ ID NO:97) peptide VPld (SEQ ID NO:98) ; 
peptide VPle (SEQ ID NO:99 et peptide VPlf (SEQ ID NOilOO)], ou des fragments 
de la proteine VP2 [peptide VP2a (SEQ ID NO:101) ; peptide VP2b (SEQ ID 
NO:102) ; peptide VP2c (SEQ ID NO:103) ; peptide VP2d (SEQ ID NO:104] ainsi 
que les peptides derives comprenant 7 a 50 aminoacides. 

20 L'invention a egalement pour objet des compositions inununogenes 

comprenant un ou plusieurs produits de traduction des sequences nucleotidiques selon 
l'invention et/ou Tun des peptides tels que definis ci-dessus, obtenus, notamment de 
maniere synthetique. 

L'invention a egalement pour objet les anticorps diriges contre Tun 

25 ou plusieurs des peptides decrits ci-dessus et leur utilisation pour la mise en oeuvre 
d'une methode de diagnostic in vitro, notamment diff^rentielle de Tinfection d'un 
individu par un erythrovirus. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de detec- 
tion immunologique d'une infection a Erythrovirus V9, caracterise en ce qu'il 

30 comprend : 
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- pour la detection des anticorps anti-erythrovirus V9, la mise en 
contact d'un echantillon biologique avec un peptide selon Tinvention (serodiagnostic), 

- pour la detection des proteines virales d'erythrovirus V9, la mise 
en contact d'un echantillon biologique avec un anticorps selon Tinvention ; 

5 la lecture du resultat etant r^vflee par un moyen approprie, notam- 

ment EIA, ELISA, RIA, fluorescence. 

A titre d'illustration, une telle methode de diagnostic in vitro selon 
rinvention comprend la mise en contact d'un echantillon biologique preleve chez un 
patient, avec des anticorps selon I'invention ou des peptides selon I'invention, et la 
10 detection a I'aide de tout proc6de approprie, notamment k I'aide d'anti-immimo- 
globulines marquees, des complexes inununologiques formes entre les antigenes ou 
les anticorps des erythrovirus eventuellement presents dans I'echantillon biologique et 
lesdits anticorps ou lesdits peptides, respectivement. 

Les reactifs selon I'invention sont notamment utiles pour la 
15 detection des Erythrovirus V9 et apparentes chez les femmes enceintes, chez les 
patients VIH-positifs presentant une anemie et/ou une thrombopenie chronique, les 
greffes d'organe ou de moelle, et les patients presentant une anemie aigue centrale et 
dont les tests de detection de Terythrovirus B19 sont negatifs. 

L'invention a en outre pour objet une trousse de diagnostic 
20 d'6rythrovirus, caracterisee en ce qu'elle inclut au moins un r6actif selon I'invention 
(sondes, paires d' amorces, peptides ou anticorps). 

Outres les dispositions qui precedent, Tinvention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en CEuvre du procede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
25 dessins annexes, dans lesquels : 

- les figures 1, 2 et 3 illustrent les arbres phylogenetiques de 
rerythrovinis V9 : figure 1 : arbre phylogenetique de la sequence complete 
d'erythrovirus ; figure 2 : arbre phylogenetique des gfenes NSl d'erythrovirus ; figure 
3 : arbre phylogenetique des gdnes VPl d'erythrovirus ; 
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- les figures 4, 5 et 6 representent les distances genetiques des 
sequences completes d'erythrovirus (figure 4), des genes NSl (figure 5) et des genes 
VPl (figure 6) d'erythrovirus. 

- la figure 7 illustre la carte de restriction de la sequence ID NO: 1 . 

5 II doit Stre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnas 

uniquement a titre d'illustration de Tobjet de Tinvention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 

EXEMPLE 1 : Obtention des sequences conformes a Tinvention. 

Un fi'agment de restriction Aat II/Aat II de 5 028 pb representant la 

0 quasi totalite (95 %) du genome du variant V9 a 6tQ clone dans le vecteur de s6quen- 
9age pcDNA2.1 (Invitrogen, Netherlands) de la fafon suivante. 

L'ADN viral simple brin est extrait du serum d'un patient presentant 
une crise erythroblastopenique aigue a Taide d'une colonne QIAamp Blood Kit 
(Qiagen S A., France). Par une 6tape d'hybridation dans un tampon NaCl 50 mM a 

5 56°C pendant 16 heures, 1*ADN viral est transforme en ADN double brin. Puis 1,3 fig 
d'ADN viral double brin est soumis a I'enzyme de restriction Aat II (18 U) a ST'C 
pendant 2 heures, I'eniyme de restriction est ensuite inactivee a 65 ""C pendant 15 
minutes. Le produit est dialys6 sur membrane d'acetate et de nitrate de cellulose 
Millipore® VSWPO13000 centre de Teau pendant 2 heures. Le fragment de restriction 

0 Aat II/Aat II d'ADN viral double brin ainsi prepare est congel6 a -20''C en attendant 
Tetape de ligation. 

Le vecteur pcDNA2.1 est modifie pour recevoir le firagment Aat II 
par mutag^nese dirigee insertionnelle : le site de restriction Eag I du multisite de 
clonage a ete supprime et remplace par un site Aat II. Le vecteur pcDNA2.1a, ainsi 

:5 produit, est amplifid en culture bacterienne et purifie a Taide d*un QIAfilter Plasmid 
Maxi Kit (Qiagen S.A., France). Puis 3 [xg du vecteur pcDNA2.1a est soumis i une 
restriction par I'enzyme Aat II k 3TC pendant I heure, puis d6phosphoryle par la 
phosphatase alcaline de crevette (Boehringer Mannheim, Meylan France). Les 
enzymes sont inactivees a 65°C pendant 15 minutes. 

(0 La ligation est realisee avec un rapport molaire vecteur/ insert 

d*ADN viral de 1/1 soit 50 ng de vecteur et 100 ng d'insert d*ADN viral, prepares 
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comme decrits ci-dessus, a Taide de 1 U de ligase T4 (Life Technologies, France) a 24 
®C pendant 16 heures. Apres dilution au 1/2, le produit de ligation est chaufiK a 65°C 
pour inactiver la ligase T4 puis refroidi sur de la glace. Des bacteries electro- 
comp6tentes Sure® (Stratagene, Heidelberg Allemagne) sont Slectroporees avec 2 ou 
5 4 |il de cette solution de ligation (1500 V, 50 nF, 200 Q) puis mises a incuber avec 
1 ml de milieu SOC (Life Technologies, France) pendant 1 heure avant d'etre etalees 
sur un milieu gelose Luria Broth (Life Technologies, France) contenant 100 jig/ml 
d'amoxyciUine, 15 ^ig/ml de tetracycline, 100 jig/ml d'IPTG et 50 ng/ml de X-gal. 

Vingt quatre colonies blanches (recombinantes) ont 6t6 s61ection- 

10 nees ; leur plasmide est extrait par minipreparation d'ADN et une carte de restriction 
sommaire (Aat II, Aat II + BamH I, BamH I, BamH I + Bgl II, Hind II) a permis de 
s^lectiormer 2 clones recombinants avec un insert de taille et de carte de restriction 
compatibles avec un insert d'ADN viral V9. 

Ces 2 clones (2 et 22) ont ete sequences a Faide d'un sequenceiir 

15 automatique ABI 377 (Perkin Elmer, France) : ils contiennent bien un insert de 
5 028 pb, les 2 sequences sont identiques sauf a la position 1165 (A et G pour les 
clones 2 et 22 respectivement). La sequence directe de I'ADN viral V9 a permis de 
determiner que c'est le G en position 1 165 qui est correct, c'est done le clone 22 qui a 
ete selectionne (PCD.V9.C22), dont la sequence correspond k SEQ ID N0:1 . 

20 Les figures 1 a 6 montrent les distances gfeetiques qui existent entre 

Terythrovirus V9 et I'erythrovirus B19. Dans ces figures, les differentes sequences 
d'erythrovuns sont representees par leur nmemonique dans GeneBank (release 103.0 
d'octobre 1997). 

EXEMPLE 2 : Diagnostic d'un 6rythrovinis de type V9 par hybridation ADN 
25 (dot blot ou slot blot ou microplaque) avec une sonde specifique. 

L'ADN viral est extrait par exemple k I'aide d'une colonne QIAamp 
Blood Kit (Qiagen S.A., France) ou de tout autre procede d'extraction des acides 
nucl6iques k partir d'un pr616vement biologique (sang, s6rum, plasma, liquide amnio- 
tique, moelle osseuse, tissus). L'ADN en solution est denature k 95®C pendant 2 
30 minutes puis refroidi sur de la glace, transfere sur membrane de Nylon ou d'acetate de 
cellulose par filtration sous vide, puis fixe (chauffage de la membrane a 80^C pendant 
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1 heure). La membrane est ensuite hybridee en conditions stringentes avec ime sonde 
ADN ou ARN specifique de V9, telle que la sequence SEQ ID N0:1 ou son 
complementaire ou un fragment de celle-ci, en particulier les sequences SEQ ID 
. NO:45 a SEQ ID NO:80 et 110 ou leur complementaire, ou un fragment de ces 
5 sequences marquees de mani^re appropriee. Ce niarquage peut dtre un marquage avec 
un radio-element (^^P, "P, ^^S, ^H, ^"^C ou un autre radio-isotope), un marquage froid 
(biotine, marqueur fluorescent, digoxygenine ou tout autre molecule pouvant etre 
couplee ou incorporee dans un fragment d'ADN ou d'ARN et pouvant etre detectee par 
un anticorps specifique, ou par un chelate de ruthenium). Dans le cas d'un marquage 

10 par un element radioactif, la revelation est effectuee par auto-radiographie ou tout 
autre procede pennettant la detection de remission du radio-isotope (tel que le 
Phosphorimager, Molecular Dynamics, Bondoufle, France). Dans le cas d'un 
marquage a la biotine, la revelation est effectuee a Taide d'un conjugue 
enzyme/streptavidine et un substrat de revelation adapte. Dans le cas d'un marquage 

15 fluorescent, la revelation se fait a I'aide d'un fluoro-Imager (Molecular Dynamics, 
Bondoufle, France) ou de tout autre appareil capable de detecter remission de 
fluorescence. Dans le cas d'un marquage a la digoxygenine (ou avec un autre antigene) 
la revelation se fait k I'aide d'un anticorps anti-digoxygenine (ou specifique de 
Tantigdne utilise pour le marquage), couple directement a une enzyme (phosphatase 

20 alcaline, peroxydase ou toute autre enzyme), ou de manidre indirecte par un anticorps 
anti-digoxygenine (ou specifique de I'antigene utilise pour le marquage) et un anti-' 
anticorps couple a une enzyme. Un substrat adapte a I'enzyme du conjugue est utilise 
pour la revelation. Dans le cas d'un marquage par chelate de ruthenium (comme le 
TBR) la revelation s'effectue par une reaction d'electrochemiluminescence (G.F. 

25 Blackburn et al, Clin. Chem., 1991, 37:1534-1539). 

Une variante de cette technique comprend la fixation de I'ADN viral 
sur micro-plaque ou un autre support solide et Thybridation avec une sonde marquee 
comme precise ci-dessus. 

Une autre variante de cette technique comprend la fixation d'une 

30 sonde non marquee sur une micro-plaque ou im autre support solide et I'hybridation 
avec I'ADN viral de Techantillon qui aura ete prealablement marque. 
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EXEMPLE 3 : Diagnostic d'un erythrovirus de type V9 par amplification 
genique (PGR ou polymerase chain reaction) et hybridation : 

On extrait de TADN viral a partir d'un echantillon biologique'(sang, 
serum, plasma, liquide amniotique, moelle osseuse, tissus), a I'aide d'une colonne 

5 QIAamp Blood Kit (Qiagen S.A., France) ou de tout autre. proc6d6 d'extraction des 
acides nucleiques. 

La PGR est realisee selon la methode decrite par Saiki et al. (Nature, 
1986, 324:163-66) avec 10 |il de solution d'ADN dans un volume final de 100 nl de 
melange reactionnel (50 mM KGl ; 10 mM Tris-HGl pH 8,3 ; 2,5 mM MgGlj ; 200 

10 nM dNTP; 25 pmoles ^oligonucleotides sens et anti-sens) avec 1,5 UI d'AmpliTaq 
Gold ™ (Perkin Elmer, France). Les amorces d'amplification sont des 
oligonucleotides de 20 a 25 mers choisis pour ^amplifier que I'ADN du variant V9 : 
soit les 2 amorces (sens et anti-sens) sont des fragments des sequences specifiques du 
V9 (SEQ ID NO:45 a 80, 108 et 1 10) ou leurs complementaires, soit i'une des amorces 

15 est choisie parmi ces sequences specifiques du V9 (SEQ ID NO:45-80, 108 et 1 10) ou 
leurs complementaires tandis que I'autre amorce est choisie parmi les sequences aptes 
h hybrider aussi bien les erythrovirus B19 que les erythrovirus V9 (SEQ ID N0:2 a 
44, 105-107, 109 et 111-112) ou leurs complementaires. Les cycles de temperatures 
sont imposes au melange reactionnel par un thermocycleur (T9600, Perkin Ehner, 

20 France) selon le programme suivant : 
1 cycle : 

.6minutesa95^C 

-5 cycles : 

- 60 secondes a 95^G 
25 - 30 secondes a 60°G 

. 30 secondes a 72°G 
45 cycles : 

-30 secondes a 95°G 
-30 secondes ^60*'G 
30 - 30 secondes a 72°G 
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1 cycle : 

- 5 minutes k ITC 

Le produit d'amplification est depose sur un gel d'agarose a 1,3 % 
pour subir une separation electrophoretique et un transfer! sur une membrane de Nylon 
5 chargee par capillarite selon xine technique classique (Sambrook J. et aL, 1989, 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold Spring Harbor), 

La sonde est un oligonucleotide de 20-30 mers, fragment d'une 
sequence specifique du V9 (SEQ ID NO:45 a 80, 108 et 110) ou leurs complemen- 
10 taires. EUe est marquee en 3* par du DIG-dUTP a Taide du kit DIG Oligonucleotide 
Tailing (Boehringer Mannheim, Meylan, France). 

La membrane de transfer! est prehybridee dans un tampon compre- 
nant (50 % formamide ; 5X SSC ; 2 % de reactif de blocage (Boehringer Mannheim, 
Meylan, France) ; 0,1 % de N-lauryl sarcosine ; 0,02 % de SDS), a 42°C pendant 90 
15 minutes. L'hybridation est realisee dans 3 ml d'un tampon de meme composition avec 
10 |il de sonde marquee a 42°C pendant 16 heures. La membrane est lavee 2 fois en 
tampon 2X SSC; 0,1 % SDS a 60°C pendant 10 minutes, puis 2 fpis en tampon IX 
SSC ; 0,1 % SDS k 60^C pendant 10 minutes. La membrane est ensuite revelee avec le 
DIG Luminescent Detection Kit (Boehringer Mannheim, Meylan, France) et une auto- 
20 radiographic. 

EXEMPLE 4 : Diagnostic de groupe et diagnostic differentiel des ^rythrovirus de 
type B19 et V9 par amplification genique et hybridation: 

On extrait de I'ADN viml a partir d'un echantillon biologique (sang, 
serum, plasma, liquide amniotique, moelle osseuse, tissus) a I'aide d'lme colonne 
25 QIAamp Blood Kit (Qiagen S.A., France) ou de tout autre procede d'extraction des 
acides nucl^iques. 

La PCR est realisee selon la methode decrite par Saiki et al. (Nature, 
1986, precite) avec 10 jil de la solution d'ADN dans un volume final de 100 nl de 
melange reactionnel (50 mM KCl ; 10 mM Tris-HCl pH 8,3 ; 2,5 mM MgClj ; 200 
30 |iM dNTP ; 25 pmoles d'oligonucl&tides sens et anti-sens) avec 1,5 UI d'AmpliTaq 
Gold™ (Perkin Elmer, France). Les amorces d'amplification sont des oligonucleotides 
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de 20 a 25 mers choisis pour amplifier I'ADN du B19 et du variant V9 : les 2 amorces 
(sens et anti-sens) sont des fragments des sequences aptes a s'hybrider aussi bien avec 
les erythrovirus B19 qu'avec les erythrovirus V9 (SEQ ID N0:2 a 44, lOS-lO'?, 109, 
111-112) ou de leurs complementaires. Les cycles de temperatures spnt imposes au 
5 melange reactionnel par un thermocycleur (T9600, Perkin Ehner, France) selon le 
programme suivant : 

1 cycle : 

.6minutesa95^C 
5 cycles : 

10 - 60 secondes a 95**C 

-SOsecondesaeO^'C 

- 30 secondes a 72°C 
45 cycles : 

- 30 secondes a 95°C 
15 - 30 secondes a 60°C 

- 30 secondes a 72°C 
1 cycle : 

-5minutesa72°C 

Le produit d'amplification est d6pos6 sur un gel d'agarose a 1,3% 
20 pour subir une separation electrophoretique et xm transfert sur une membrane de Nylon 
chargee par capillarity selon une technique classique (J. Sambrook et aL, 1989, 
precite). 

La sonde est un oligonucleotide de 20-30 mers, fragment d'une 
sequence specifique du V9 (SEQ ID NO:45-80, 108 et 110) ou de leurs complemen- 
25 taires, ou bien specifique du B19, ou enfin qui s'hybride aussi aux B19 qu'aux V9 
(SEQ ID N0:2 a 44 ou 105-107, 109, 1 1 1-1 12), si on cherche a realiser un diagnostic 
de groupe. EUe est marquee en 3' par du DIG-dUTP a I'aide du kit DIG 
oligonucleotide tailing (Boehringer Mannheim, Meylan, France). 

La membrane de transfert est pr6hybrid6e et hybridee dans les 
30 mSmes conditions que celles expos6es a I'exemple 3. 
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EXEMPLE 5 : Diagnostic de groupe et diagnostic differentiel des erythrovirus de 
type B19 et V9 par amplification genique et enzymes de restriction. 

Extraction de I'ADN viral a partir d*un echantiUon biologique (sang, 
serum, plasma, liquide amniotique, moelle osseuse, tissus) a Taide d'une colonne 
5 QIAamp Blood Kit (Qiagen S.A., France) ou de tout autre proc6d6 d'extraction des 
acides nucleiques. 

La PCR NSla est realisee selon la raethode decrite par Saiki et al. 
avec 5 \i\ de la solution d'ADN dans un voliune final de 50 jil de melange reactionnel 
(50 mM KCl; 10 mM Tris-HCl pH 8,3; 2,5 mM MgCl2; 200 ^iM dNTP; 12,5 pmoles 
10 d'oligonucl6otides sens et anti-sens) avec 1,5 UI d'AmpUTaq Gold™ (Perkin Elmer, 
France) et la paire d'amorce B (amorce sens el905f, SEQ ID NO: 105; et amorce 
antisens el987r, SEQ ID NO: 106) en utilisant les cycles de temperatures suivants (sur 
un thermocycleur T9700, Perkin Elmer, France) : 

- 1 cycle : 

15 6 minutes k 94*^0 

- 5 cycles : 

30 secondesa 94°C 
1 minute a 55°C 
1 minute 472^0 
20 - 45 cycles : 

30 secondes a 94°C 
30 secondes a 60°C 
30 secondes a 72^C ^ 
- 1 cycle : 

25 7minutesa72°C 

Un aliquot du produit d'amplification (10 a ete depose sur un gel 
tfagarose a 2% pour subir une separation electrophor6tique et un transfert sur une 
membrane de nylon chargee par capillarite selon une technique classique (J. Sambrook 
et al., 1989, pr6cit6). La membrane a 6X6 hybridee avec une sonde oligonucleotidique 

30 de 36 mer, el954fp (SEQ ID N0:121) : 
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ACCAGTATCAGCAGCAGTGGTGGTGAAAGCTCTGAA, fragment de la 
sequence SEQ ID N0:1 1. Cette sonde permet une detection des erythrovinis de type 
B19etV9. 

Un aliquot du produit d'amplification (10 a ete soumis a Taction 
5 de r enzyme de restriction Mun I pendant 2 heures puis soumis a une separation 
electrophor^tique sur un gel d'agarose a 2%. Comme precedemment decrit le type 
d'erythrovirus est B 19 s'il y a clivage, et V9 s'il n'y a pas clivage. 

Resultats de la PCRNSla : 

79 echantillons retrouves indetermines ou positifs faibles avec 
10 Fancienne PGR B19 (Lefrere, et ah, Transfusion, 1995, 35:389-391) ont ete cribles a 
Taide de la nouvelle PCRNSla (erythrovinis consensus, sequences selon Tinvention). 
Sur les 79 echantillons cribles, 31 sont positifs et ont ete types a Taide de Tenzyme de 
restriction Mun 1:18 (58%) ont ete retrouves de type B19 et 13 (42%) de type V9. 

Les echantillons positifs en PGR NSla ont pu etre amplifies sur 
15 1 1 10 pb par une PGR nichee (PGR S 1 S2) a Taide de la paire d'amorces el 855f (SEQ 
ID N0:1 13) et e2960r (SEQ ID N0:1 14) pour la premiere etape d'amplification de 30 
cycles (PCRSl), et de la paire d'amorces el863f (SEQ ID NO:l 15) et e2953r (SEQ ID 
N0:116) pour la deuxieme etape d' amplification de 50 cycles (PCRS2). 15 
echantillons ont ete retrouves positifs en PGR S1S2 et sequences sur 1110 pb (13 de 
20 type B19 en PCRNSIA et 2 de type variant). L'analyse des sequences a montre que : 

- les amorces B (amorce sens el905f, SEQ ID NO:105; et amorce 
antisens el987r, SEQ ID NO:106) sont parfaitement conservees pour toutes les 15 
sequences (de type B19 et varimit) ainsi que pour toutes les sequences de B19 
connues, confirmant leur interet pour une utilisation pour un test de diagnostic 

25 consensus pour leB 19 etleV9. 

- la sonde el954§) (SEQ ID N0:121), fragment de la sequence SEQ 
ID NO: 11 est elle aussi bien conservee pour les 15 sequences amsi que pour toutes les 
sequences de B19 connues, 

- les sequences B19 forment un groupe bien homogene avec moins 
30 de 1,2% de divergence entre elles (7 sequences B19 de GenBank et les 13 sequences 

B19de cette etude), 
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- enfin pour les 2 sequences typees erythrovirus variant par la PCR 
NSla avec la digestion Mun I, moins de 4,5 %b de divergence avec V9 est observee. 
RXEMPLE 6 : Clonage des gines dc capside VPl et VP2 de V9 dans un ve'cteur 
d'expression baculovirus: 

5 Premiere 6tape : 

- clonage du gene VPl dans un plasmide bacterien 

Le gene VPl de V9 est amplifie par PCR selon la methode decrite 
par Saiki et al. (Nature, 1986, 324:163-166) avec 10 \il d'une dilution 10-2 d'ADN 
viral V9 dans un volume final de 100 ^il de melange reactionnel (20 mM Tris-HCl pH 

10 8,8 ; 10 mM KCl, 10 mM (NH4)2S04 ; 2 mM MgS04 ; 0,1% Triton X-100 ; 0,1 
mg/ml de BSA ; 0,2 mM dNTP ; 25 pmoles d'amorces sens (e2435fStuI/Bgin: 
AAAGGCCTAGATCTTGTAGATTATGAGTAAAAC, SEQ ID N0:117) et anti- 
sens (e4813rEcoRI: CGGAATTCGGTGGGTGACGGTTCCTG, SEQ ID N0:118)) 
avec 2,5 U de Pfu Turbo™ (Stratagene, France). Les amorces d'amplification ont ete 

15 choisies sur la sequence V9 de part et d'autre du gene VPl, leur extremite 5' a ete 
modifiee par addition de site(s) de restriction (indiques dans leur denomination) pour 
feciliter le clonage. Les cycles de temperatures imposes au melange reactionnel sont 
les suivants : 

1 cycle : 

20 - 1 minute a 94°C 

20 cycles : 
- 1 minute a 94°C 

- 1 minute a 55°C 
-2,5 minute a 72''C 

25 1 cycle : 

-10 minute ^72*0 

Le produit d'amplification du gtoe VPl a 6t6 purifie i I'aide d'une 
colonne de silice (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, France), puis soumis k 
Taction des enzymes de restriction Stu I et EcoR I. Aprte inactivation des enzymes de 
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restriction par la chaleur (20 min a 65®C), le fragment de gene VPl a ete purifie par 
dialyse centre HjO sur filtre de 0,025 jim (VSWP01300, Millipore). 

Le plasmide pBacPAKS (Clontech, France) est soumis a Taction des 
enzymes de restriction Stu I et EcoR I, le vecteur est ensuite dephosphoryle par la 
5 phosphatase alcaline de crevette (Boehringer, France). Apres inactivation des en2ymes 
de restriction par la chaleur (20 min a 65 °C), le plasmide a ete purifie par QIAquick 
PGR Purification Kit (Qiagen). 

La ligation est realisee avec 50 ng de plasmide pBacPAKS et 100 ng 
de fragment VPl (prepares comme precedemment decrit) avec la ligase de T4 (Life 

10 Technologies, France). Apres inactivation de la ligase de T4 par la chaleur (10 min a 
eS^'C), 2 ^il de produit de ligation dilue au 1/2 avec de Teau sont electropores avec 25 
\il de bact^ries 61ectrocompetentes (Epicurian Coli Sure Electroporation-Competent 
cells, Stratagene). Les bacteries electroporees sont immediatement reprises dans 1 ml 
de milieu SOC (2% de tryptone, 0,5% d'extraits de ievures, 10 mM NaCl, 2,5 mM 

15 KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgS04 et 20 mM de glucose), incubees 1 h a 37°C sous 
agitation. Puis 10 100 ixl et 890 ^il des bacteries transformees sont Stales sur boites 
de gelose Lennox (10 g/1 de peptone, 5 g/1 d'extraits de Ievures, 5 g/I NaCl, et 13 g/1 
agar) contenant 50 ng/ml d'ampicilline. Apres 24h d'incubation a 37°C, 24 colonies 
par constructions sont repiquees dans 5 ml de milieu Lennox avec 50 |ig/ml 

20 d' ampicilline et incubees 24 hk 37°C sous agitation. 

L'ADN plasmidique est extrait par minilyse alcaline a Taide du kit 
QL\prep 8 Turbo miniprep (Qiagen) et analyse par restriction Stu I/EcoR I et Kpn 
I/Hind HI afm de determiner la presence de Tinsert et son orientation. Le clone pB8- 
VP1.C5 a 6x6 selectionne et le plasmide recombinant a ete verifiee par sequen^age. 

25 - clonage du gene VP2 dans un plasmide bacterien 

Le gene VP2 de V9 iest amplifie par PGR selon la methode d^crite 
par Saiki et al. (Nature, 1986, 324:163-166) avec 10 ^il d'une dilution 10-2 d'ADN 
viral V9 dans un volume final de 100 fil de melange reactionnel (20 mM Tris-HCl pH 
8,8; 10 mM KCl, 10 mM (NH4)2S04; 2 mM MgS04; 0,1% Triton X-lOO; 0,1 mg/ml 

30 de BSA; 0,2 mM dNTP; 25 pmoles d'amorces sens (e3115fBamHI : 
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CACGGATCCATACCCCAGCATGACTTCAG, SEQ ID N0:119) et anti-sens 
(e4813rBamHI: CACGGATCCGGTGGGTGACGGTTCCTG, SEQ ID NO:120)) 
avec 2,5 U de Pfii Turbo™ (Stratagene, France). Les amorces d'amplification ont ete 
choisies sur la sequence V9 de part et d'autre du gene VP2, leur extr^mite 5' a ete 
5 modifiee par addition de site(s) de restriction (indiques dans leur denomination) pour 
faciliter le clonage. Les cycles de temperatures imposes au melange reactionnel sont 
les suivants : 

1 cycle : 

- 1 minute k 94°C 
10 20 cycles: 

-.1 minutea94°C 
-1 minute a 60X 
-2,5 minute ^72°C 
1 cycle : 

15 - 10 minute a 72°C 

Le produit d*amplification du gene VP2 a ete purifie a I'aide d'une 
colonne de silice (QIAquick PGR Purification Kit, Qiagen, France), puis soumis k 
Taction de Tenzymes de restriction BamH L Le fragment de gtoe VP2 a ete purifie 
par QIAquick PGR Purification Kit (Qiagen). 

20 Le plasmide pBacPAKS (Clontech, France) est soumis a Taction de 

Tenzymes de restriction BamH I, le vecteur est ensuite dephosphoryle par la 
phosphatase alcaline de crevette (Boehringer, France). Apres inactivation de la 
phosphatase alcaline de crevette par la chaleur (20 min a 65°C), le plasmide a ete 
purifie par extraction au phenol/chloroforme et precipite a TethanoL 

25 La ligation est realisfe avec 50 ng de plasmide pBacPAKS et 1 00 ng 

de firagment VP2 (pr6par6s conune precedemment decrit) avec la ligase de T4 (Life 
Technologies, France). Apres inactivation de la ligase de T4 par la chaleur (10 min 4 
65^C), 2 \il de produit de ligation dilue au 1/2 ayec de Teau sont electropor6s avec 25 
\il de bacteries electrocompetentes (Epicurian Coli Sure Electroporation-Competent 

30 cells, Stratagene). Les bacteries dlectroporees sont immediatement reprises dans 1 ml 
de milieu SOC, incubees Ih a 37°C sous agitation. Puis 10 ^il, 100 ^l et 890 \xl des 
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bacteries transformees sont etales sur boites de gelose Lennox contenant 50 jig/ml 
d'ampicilline. Apres 24h d'incubation a 37°C, 24 colonies par constructions sont 
repiquees dans 5 ml de milieu Lennox avec 50 ng/ml d'ampicilline et incubees 24 h a 
37°C sous agitation. 

5 L*ADN plasmidique est extrait par minilyse alcaline a I'aide du kit 

QL^prep 8 Turbo miniprep (Qiagen) et analyse par restriction BamH I et Sac I afm de 
determiner la presence de I'insert et son orientation. Le clone pB8-VP2.C20 a ete 
s61ectionn6 et le plasmide recombinant a ete verifiee par sequen9age: on note une base 
A deletee juste en amont de TATG initiateur de VP2, mais cette mutation pent etre 

10 negligee: elle ne g6n6rera pas Texpression de VP2. 
Deuxieme £tape : 

- Construction du baculo virus recombinant exprimant VPl 

Le plasmide pB8-VPl.C5 est cotransfecte avec le baculovirus 
BacPAk6 linearise par Bsu361 (BacPAK^w Baculovirus Expression System, 

15 Clontech) dans des cellules d'insecte SF9 par la lipofectine. 2 isolements sont 
effectues par la methode des plages de lyse, les plages isolees sont transferees sur une 
membrane de nitro-cellulose, la membrane est ensuite hybridee avec une sonde ADN 
specifique du gene VPl du V9. 

Le baculovirus recombinant BacPAK6-pB8-VPl.C4.2 a ainsi 6te 

20 s61ectionn6. Par Western-blot sur un culot cellulaire de cellules SF9 infectees par ce 
baculovirus recombinant, I'expression.de la proteine VPl a 6x6 verifiee. On observe 
une bande k la taille attendue de VPl (environ 80 kDa) mais qui n'est pas reconnue 
avec I'anticorps monoclonal anti-VP l-B 19 (Argene, France). II est possible que cet 
anticorps monoclonal ne donne pas de reaction croisee avec la proteine VPl du V9. 

25 Le clonage en baculovirus a ete verifie par sequen^age apres PGR 

par les amorces Bad et Bac2 (Clontech). 

- Construction du baculovirus recombinant exprimant VP2 

Le plasmide pB8-VP2.C20 est cotransfect6 avec le baculovirus 
BacPAk6 linearise par Bsu361 (BacPAK™ Baculovirus Expression System, 
30 Clontech) dans des cellules dMnsecte SF9 par la lipofectine. 2 isolements sont 
effectues par la methode des plages de lyse, les plages isolees sont transferees sur une 
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membrane de nitro-cellulose, la membrane est ensuite hybridee avec une sonde ADN 
specifique du gene VP2 du V9. 

Le baculovirus recombinant BacPAK6-pB8-VP2.C1.3 est 
s^lectionne. Par Western-blot sur un culot cellulaire de cellules SF9 infectees par ce 
5 baculovirus recombinant, I'expression de la proteine VP2 a ete v^rifiee. L'anticorps 
monoclonal anti-VP2-B19 (Argene, France) detecte bien une proteine d' environ 58 
kDa de poids moleculaire apparent qui est egalement bien visible sur le gel 
d^acrylamide. On observe en microscopic electronique des pseudoparticules virales 
d' environ 20 a 30 nm de diametre dans les sumageants de culture des cellules SF9 

10 apres infection par un baculovirus recombinant exprimant la proteine VP2 du V9. La 
taille et 1' aspect des pseudoparticules virales obtenues sont en tout point conformes a 
ceux decrits pour le B19. Cette observation confirme que la proteine VP2 du V9 est 
produite sous forme native par le baculovirus, car capable de former des capsides 
vides par auto-assemblage. 

15 Le clonage en baculovirus a ete verifie par sequenfage apres PGR 

par les amorces Bad et Bac2 (Clontech). 

Troisieme etape : 

Les proteines VPl et VP2 de V9 exprimees en baculovirus seront 
purijSees afm d'etre utilisees comme antigene cible pour de nouveaux tests 
20 serologiques pour le diagnostic des infections k erythrovirus V9. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, Finvention ne se limite 
mdlement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d'application qui 
viennent d'etre decrits de fa^on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir ^ I'esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
25 cadre, ni de la portee, de la presente invention. 



. wo 99/28439 PCT/FR98/02615 

26 

REVENDICATIONS 

1°) Sequence d'acide nucleique, caracterisee en ce qu'elle est selec- 
tionnee dans le groupe constitu^ par : 

- les sequences issues d'un erythrovirus, qui, moleculairement, ne 
5 peut etre reconnu comme un Erythrovirus B 1 9 car presentant une divergence genetique 

> 10 % sur I'ensemble du genome par rapport aux sequences de l' erythrovirus B19 et 
presentant une divergence genetique inferieure ou egale a 6 % par rapport a la SEQ ID 
N0:1, 

- la sequence SEQ ID NO: 1 et 

10 - les sequences nucleotidiques capables de s'hybrider en conditions 

stringentes avec ladite sequence ID NO : 1 . 

2°) Sequence riucl6ique selon la revendication 1, caracterisee en ce 
qu'elle piesente un profil de restriction different de celui de I'^rythrovirus B19, 
notanunent par les sites de restrictions suivants : Acc I, Afl III, AIw I, AlwN I, Apa I, 

15 Ava I, Ava II, Avr II, BamH I, Ban I, Ban II, Bbe I, Bbs I, BceF I, Beg I, Ben I, Bgl 
n, Bsg I, BsiE I, Bsm I, BsmA I, Bspl20 1, BspH I, BspM I, BsrF I, Bstl 107 I, BstE 
n, BstU I, Bsu36 1, Dpn I, Dra lU, Dsa I, Eae I, Eag I, Ear I, Ecll36 1, EcoN I, Ecol09 
I, EcoR I, Ehe I, Fok I, Hae I, Hae IH, Hga I, HgiA I, Hha I, Hinc H. Hind III, HinP I, 
Hpa I, Kas I, Mae II, Mbo I, Mcr I, Msc I, Mun I, Nar I, Nci I, Nco I, Nsi I, Nsp I, 

20 Nsp7524 I, NspB II, NspC I. PflM I, Pme I, PpulO I, PpuM I, Pst I, Pvu H, Sac I, 
Sau3A I, Sea I, SfaN I, Sfc I. Sma I, Spe I, Sph I. Ssp I, Stu I. Sty I, Swa I, Tthl 1 1 1, 
XbaI,XmaI. 

30) Fragments de la sequence ID N0:1, aptes k permettre la detec- 
tion d'un Erythrovirus V9, caractErises en ce qu'ils comprennent une sequence nucleo- 
25 tidique sElectionnee dans le groupe constitu6 par : 

a) les sequences SEQ ID N0:81. SEQ ID NO:83, SEQ ID NO:85, SEQ ID NO:87, 
SEQ ID NO:89, SEQ ID N0:91 ou SEQ ID NO:93, 

b) les sequences nucleotidiques capables de s'hybrider avec I'une des sequences SEQ 
ID N0:1, SEQ ID N0:81, SEQ ID NO:83. SEQ ID NO:85, SEQ ID NO:87, SEQ ID 

30 NO:89, SEQ ID N0:91 ou SEQ ID NO:93, 
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c) les sequences SEQ ID NO:2-80 

d) les sequences SEQ ID NO:105-121 et 

e) les sequences complementaires des sequences precedentes, les fragments issus des 
sequences precedentes d'au moins 17 nucleotides ou leurs sequences 

5 complementaires. 

4°) Fragment selon la revendication 3, caract6rise en ce qu'il est 
s61ectionn6 dans le groupe constitue par les sequences SEQ ID NO:45-80, 108 et 
N0:1 10, leurs sequences complementaires, les sequences issues de ces sequences d'au 
moins 17 nucleotides et les sequences comprenant lesdites sequences et en ce qu'il est 

10 apte a servir de sonde dans Tidentification specifique d*un erythrovirus de type V9 ou 
d'un erythrovirus apparente. 

5"*) Fragment selon la revendication 3, caracterise en ce qu'il est 
selectionne dans le groupe constitue par les sequences SEQ ID NO:2-80 et les 
sequences SEQ ID NO:105-121, leurs sequences complementaires, les sequences 

15 issues de ces sequences d'au moins 17 nucleotides et les sequences comprenant 
lesdites sequences et en ce qu'il est apte a servir d'amorce pour I'amplification de 
sequences issues d'un Erythrovirus. 

6®) Paires d'amorces, caracterisees en ce qu'elles sont sElectionnees 
dans le groupe constitue par : 

20 - la paire A : amorces SEQ ID NO: 1 11 et SEQ ID N0:1 12 ; 

- la paire B : amorces SEQ ID NO: 1 05 et SEQ ID NO: 1 06 ; 

- la paire C : Tune des sequences SEQ ID NO:2-44, 105, 106, 107, 
109, 111 ou 112 et l'une des sequence SEQ ID NO:45-80, 108 ou 110 ; 

- la paire D : amorce SEQ ID NO:107 et amorce SEQ ID NO: 109 ; 
25 - la paire E : deux amorces selectionnees parmi les sequences SEQ 

IDNO:2-44, 105, 106, 107, 109, 111 ou 112 ; et 

- la paire F : deux amorces selectionnees parmi les sequences SEQ 
IDNO:45-80, lOSoullO. 

T) Erythrovirus variant, caracterise en ce qu'il he peut etre reconnu 
30 moleculairement comme im genome d' erythrovirus B19, en ce qu'il presente une 
divergence g^netique < ou egale a 6 % avec la sequence SEQ ID NO :1 et en ce que 
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son genome s'hybride specifiquement en conditions stringentes avec Tune des 
sequences SEQ ID NO:45 k 80, 108 et 1 10. 

8°) Plasmide, caracterise en ce qu'il comprend le genome viral d'une 
souche d'erythrovirus variant, denommee erythrovirus V9 ou un fragment de celui-ci, 
5 ne pouvant etre reconnue moleculairement comme un erythrovirus B19 et presentant 
avec ce dernier ime divergence genetique >10% sur 1' ensemble du genome par 
rapport aux sequences de Terythrovirus B19 et une divergence genetique inferieure ou 
egale k 6 % avec la sequence SEQ ID N0:1 . 

9°) Plasmide selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il inclut la 
10 sequence SEQ ID NO: 1 . 

10°) Reactif de diagnostic pour la detection dififerentielle des 
erythrovirus de type V9, caracterise en ce qu'il est selectionne parmi les sequences 
SEQ ID NO:45-80, 108 et 110, leurs sequences complementaires, les sequences issues 
de ces sequences d'au moins 17 nucleotides et les sequences comprenant lesdites 
15 sequences, eventuellement marquees avec un marqueur approprie, 

11°) Precede de diagnostic rapide et differentiel des erythrovirus, par 
hybridation et/ou amplification g^nique, realise k partir d'un echantillon biologique, 
lequel procedd est caracterise en ce qu'il comprend : 

(1) une etape dans laquelle Ton met en contact un echantillon biolo- 
20 gique a analyser avec au moins une sonde de sequence SEQ ID NO:45-80, 108 ou 1 10 

et 

(2) une 6tape dans laquelle on detecte par tout moyen approprie le ou 
les produits resultant definteraction sequence nucleotidique d'erythrovirus-sonde. 

12°) Precede selon .la revendication 11, caracterise en ce qu'il 
25 comprend, prealablement a I'etape (1 ) : 

. une etape d'extraction de I'acide nucleique a detecter, appartenant 
au genome du virus, eventuellement present dans Techantillon biologique, et 
. au moins xm cycle d'amplification genique. 
13°) Proc6d^ selon la revendication 12, caracteris6 en ce que les 
30 cycles d'amplification sont realises a I'aide d'une paire d'amorces selon la revendica- 
tion 6. 
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* 14*") Proc6d6 de diagnostic rapide et differentiel des erythrovirus, 
caracterise en ce quMl comprend : 

. une etape d'extraction de Tacide nucleique a detecter, appartenant 
au genome du virus, eventuellement present dans Techantillon biologique, 
5 . au moins un cycle d'amplification genique a I'aide d'une paire 

d'amorces selon la revendication 6 et 

. la detection du produit amplifie d'une part par hybridation avec la 
sequence SEQ ID N0:121 et d'autre part par action de Tenzyme de restriction Mun 1. 

15°) Utilisation des sequences selon Tune quelconque des revendica- 
10 tions 1 a 5 pour la mise en ceuvre d'un precede d'hybridation ou d'amplification 
genique de sequence nucleiques d'erythrovirus pour le diagnostic in vitro de 
r infection potentielle d'un individu par un erythrovirus. 

16"") Precede de criblage et de typage d'un erythrovirus V9 ou appa- 
rente, caracterise en ce qu'il comprend la mise en contact d'une sonde selectionnee 
15 dans le groupe constitu^ par les sequences selon la revendication 4, eventuellement 
marquee avec Tacide nucleique du virus a typer, eventuellement marqu6, et la 
detection de Thybride acide nucleique-sonde obtenu. 

17°) Produits de traduction, caracterises en ce qu'ils sont codes par 
une sequence nucleotidique selon la revendication 1 . 
20 18°) Proteme, caracterisee en ce qu'elle est susceptible d'etre expri- 

mee a I'aide d'une sequence nucleotidique selon la revendication 1. 

19°) Proteine ou peptide, caracterise en ce qu'il est issu d'un 
erythrovirus variant de type V9, tel que defini a la revendication 1 et en ce qu'il est 
selectionn6 parmi les sequences SEQ ID NO:82 (proteine NSl), SEQ ID NO:86 
25 (proteine VPl), SEQ ID NO:88 (prot6ine VPl unique), SEQ ID NO:92 (proteine VP2) 
et SEQ ID NO:95-104, a savoir des fragments de la proteine VPl [peptide VPla (SEQ 
ID NO:95) ; peptide VPlb (SEQ ID NO:96) ; peptide VPlc (SEQ ID NO:97) ; peptide 
VPld (SEQ ID NO:98) ; peptide VPle (SEQ ID NO:99) ; peptide VPlf (SEQ ID 
NO:100)], ou des fragments de la proteine VP2 [peptide VP2a (SEQ ID NO:101) ; 
30 peptide VP2b (SEQ ID NO:102) ; peptide VP2c (SEQ ID NO:103) ; peptide VP2d 
(SEQ ID NO:104)] ainsi que les peptides derives comprenant 7 50 aminoacides. 
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20*^) Compositions immunogenes comprenant un ou plusieurs 
produits de traduction des sequences nucleotidiques selon la revendication 17 et/ou 
Tun des peptides ou proteines selon la revendication 18 ou la revendication 19. 

21'') Anticorps diriges centre Tun ou plusieurs des peptides ou 
5 proteines selon Tune quelconque des revendications 1 7 a 20. 

22°) Procede de detection immunologique d'une infection a erythro- 
virus V9, caracterise en ce qu'il comprend : 

- pour la detection des anticorps anti-erythrovirus V9, la mise en 
contact d'un echantillon biologique avec un peptide selon Tune quelconque des reven- 

10 dications 17 a 19 (serodiagnostic), 

- pour la detection des proteines virales d'erythrovirus V9, la mise 
en contact d'un echantillon biologique avec un anticorps selon la revendication 21 ; 

la lecture du resultat etant revelee par un moyen approprie, notam- 
ment EIA, ELISA, RIA, fluorescence. 
15 23°) Trousse de diagnostic d'erythrovirus, caracterisee en ce qu'elle 

inclut au moins un r^actif selon la revendication 1 1 et/ou une paire d*amorces selon la 
revendication 6 et/ou un peptide selon Tune quelconque des revendications 17 i 19 
et/ou un anticorps selon la revendication 21. 
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3dSa Hae Hi • 
4157 AfitI 
4005 Neil* 
3802 Kpn I 
3837 Mbol* 
3602 ACC651 
3693 Mbo i * 



4431 Nco I * 
4413 Muni* 
4410 Hae 111* 
4345 Avrtt 
4269 Sact 
Hae 111 * 



1141 Spel 
980 Ncol- 
907 Pie I 1513 



181 6 Mbo I 2519 Fok I • 3476 Mbo I * 4269 H^A 1 • 
II 2584 Nco I • 3457 Mae II * 4269 ta13o I 
M^l^"^ 2263 Hinctl • 3125 Mae II • 4004 Nd I • 4794 



5024 Mae II 
5009 Mae 11 
4961 Mcr I* 
4657 HgiA I • 
4652 BceF I 



2 Maell* 

III lit i 



695 'Pole I • 1393 Xmn I 2066 Hinc II • 2945 Bgl I 



II lie 



I II II I M ill 



3659 HgiA 1 • 45C4 Taq 1 

nil I ' ""^ ' > ^' 



Hgal' 



V9.SEQIDNO 1 



5028 pb 



Enzymes Ehe I a Nco i 



937 
510 Nhel 
219 Pvull* 
219 NspB II • 
136 Gdll 907 



136 Eae 1 
72 SfaNI- 



713 Sspl* 
793 Ssp 1 



2059 Sau3A I • 
1990 Mmel 
1963 Sma 1 • 
. 1921 Narl 
1921 Kast 
1921 Hae II 
- 1921 Ehet 
1616 Sau3At* 
1815 Bgl II 
1617 Sph 1 • 
1617 NepC I* 
1393 Xmn I 
1363 PflM I • 
1318 Seal- 
1315 PflM I • 
1251 NspC I* 2244 Sfcl- 

1251 Nsp7524l* 
PflM I* 1801 SfaNI* 
1251 Nspl- 2036 Hind III 
1231 Sau3AI* 2244 PstI* 
1141 Spel* 1921 Bbei 
Pie I 1617 Nsp7524l* 



1617 Nsph 
1513 Sau3AI* 



L 



»«» I M ii I Hill I I I iiin I 



4400 PflM I* 
4381 Sspl* 
4345 Avrll 
4289 Pvu II • 
4289 NspB II • 
4269 Sacl* 
4269 EC11361 
4179 NspCI* 
3965 Sea 1 * 
3748 Sfc I • 4557 Pvu II • 
3720 Pvu II • 4557 NspB II • 
3720 NspB II • 
3476 SauSA I * 4363 SfaN I • 
3365 SfaN I • 4179 Nsp7524 1 • 



3169 SfaN I 
3161 Sau3AI 
3084 NspC I • 
3084 N8p7524 I • 



4004 Sma 1 • 
4179 Nsp 
3907 Acc I 

4157 Aflll 



3084 Nspl 
3033 Sfc I* 
3033 PstI* 
2945 Bgl I 
2940 Pvu tl * 
2940 NspB II * 

I III II 



3837 Sau3AI* 
3822 PpuM I 
3602 Kpnt 
3693 Sau3A I • 
3748 Psll* 
3802 Acc65 1 



4832 NspC I • 
I* 4953 SfaN I* 
4832 Nsp7524 1 
4832 Nsp 1 • 
4798 Sfcl- 
4662 BceF I 
4504 Taq I 

4601 SfaNi* 
4498 PpuM I • 
4596 Sfc I • 



«niitM II mil nil II 



V9.SEQIDN01 



5028 pb 



Enzymes r>ici I d Ssp I 



FIGURE 7.2 
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2036 Hind til 

1990 Mmel 4431 Sty I • 

1963 Xnnal- 4345 Sty 1 • 

1921 Nar I 4345 Avr II 

1921 Kasi 4269 Sad 

1921 Haell 4269 Ecl136l 

1921 Ehel 4157 Afl II 

1393 Xmn I 40O4 Xma I • 

510 Nhel 1141 Spe I 1921 Bbe I 3907 Acc I 

136 Gd! II 980 Sty I ^ 1815 Bgl II 2945 Bgl I 3802 Kpn I 4504 Taq I 

136 Eael 907 Pie i 1617 Sph I 2584 Sty I • 3802 Acc65l 4652 BceF I 

11 M I I I Mill I I I I I I I I I I I ^ 

V9.SEQ ID NO 1 5028 pb Enzymes Stu I a Xma I 



FIGURE 7.3 



„WO 99/28439 



1 
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LISTAGE DES SEQUENCES 

<110> NGUYEN, Quang Tri 

GARBARG-CHENON, Antoine 

AUGUSTE, Veronique 
ASSISTANCE PUBLIQUE-HOPITAUX DE PARIS 

<120> ERYTHROVIRUS HUMAIN, FRAGMENTS DUDIT VIRUS AINSI QUE LEURS APPLICATIONS 
<130> BLOcpl020/3P 

<140> 
<141> 

<150> FR9715197 
<151> 1997-12-03 

<160> 121 

<170> Patentin Vers. 2.0 

<210> 1 
<211> 5028 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 

GACGTCACAG GAAATGACGT AACTGTCCGC CATCTTGTAC CGGAAGTCCC GCCTACCGGC 60 

GGCGACCGGC GGCATCTGAT TTGGTGTCTT CTTTTTGAAA TTTTGGCGGG CTTTTTCCCG 120 

CCTTATGCAA ATAAGCGGCC ATGTTTAATG TTATATTTTA ATTTAATTGG ACAAACGCCT 180 

AACGGTTACT AGGGGCGGAG TTACGGGCGG TATATAAGCA GCTGCGTTCC CTGACACTTT 240 

CTTTTCTGGT TGCTTTTGAC TGGAACTCAC TTGCTGTTCT TTGCCTGCTA AGTAACAGGT 300 

ATTTATACTA ACTTTTAATT TACTAACATG GAGCTATTTC GGGGTGTCTT GCACATTTCC 360 

TCTAACATTC TGGACTGTGC TAATGATAAC TGGTGGTGCT CTATGCTAGA CTTAGATACT 420 

TCTGACTGGG AACCACTAAC CCATTCTAAC AGATTAATGG CAATATATTT AAGCAGTGTT 480 

GCTTCTAAAC TTGATTTTAC TGGGGGGCCG CTAGCAGGTT GCTTATACTT TTTTCAGGTG 540 

GAATGTAACA AATTTGAGGA AGGCTATCAT ATCCATGTAG TTATTGGTGG TCCAGGACTA 600 

AATGCTAGAA ACTTAACTGT GTGCGTAGAA GGTTTATTTA ATAATGTTCT TTACCATCTT 660 

GTAACTGAAA GTGTTAAACT TAAATTTTTG CCAGGGATGA CTACCAAAGG AAAATATTTT 720 

AGAGATGGAG AGCAGTTTAT AGAAAATTAC TTAATGAAAA AAATTCCTTT AAATGTTGTG 780 

TGGTGTGTAA CAAATATTGA CGGGTATATA GACACCTGTA TTTCGGCCTC TTTTCGGCGA 840 

GGAGCTTGTC ATGCTAAAAG ACCCCGCATT ACTGCAAATA CAGACAGTGC TACTAATGAA 900 

ACTGGGGAGT CTAGCTGTGG AGGGGGAGAT GTTGTGCCAT TCGCTGGAAA GGGAACAAAA 960 

GCGGGGTTAA AGTTTCAAAC CATGGTAAAT TGGCTATGTG AAAACAGAGT ATTTACTGAA 1020 

GATAAATGGA AATTAGTGGA TTTTAACCAA TATACTTTAT TAAGTAGCAG TCACAGTGGC 1080 

AGCTTTCAAA TTCAAAGTGC CTTAAAGTTA GCTATTTATA AAGCTACTAA CTTAGTACCC 1140 

ACTAGTACAT TCTTGTTACA TTCAGACTTT GAGCAGGTTA CTTGCATTAA AGAAAATAAA 1200 
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AGTGTTCTCT CCAGCAGCTA GTAGCTGCCA CAATGCTAGT GGGAAAGAGG CAAAAGTGTG 324 0 

CACTATTAGT CCCATTATGG GGTACTCTAC TCCGTGGAGA TACTTAGATT TTAATGCTTT 3300 

AAATTTGTTT TTCTCACCAT TAGAGTTTCA GCACTTAATT GAAAATTATG GTAGTATAGC 3360 

TCCAGATGCT TTAACTGTAA CTATTTCAGA AATTGCTGTA AAAGATGTCA CAGACAAAAC 3420 

AGGAGGAGGT GTGCAAGTTA CTGACAGCAC CACAGGACGT TTGTGTATGT TAGTGGATCA 3480 

TGAGTATAAA TACCCATATG TGCTAGGTCA GGGACAAGAC ACACTAGCTC CAGAACTGCC 354 0 

CATTTGGGTT TACTTTCCCC CCCAGTATGC TTACTTAACA GTAGGTGAAG TAAACACACA 3600 

AGGAATTTCA GGAGACAGCA AAAAATTGGC TAGTGAAGAA TCAGCTTTTT ATGTGTTAGA 3660 

GCACAGTTCA TTTGAACTTT TGGGTACAGG GGGATCTGCC ACTATGTCCT ACAAATTTCC 3720 

AGCTGTGCCC CCAGAAAACC TAGAAGGCTG CAGCCAACAT TTTTATGAAA TGTACAACCC 3780 

TTTGTACGGT TCTCGTTTAG GGGTACCTGA CACATTAGGA GGGGACCCTA AATTTAGATC 3840 

ATTGACACAC GAAGACCACG CAATTCAGCC ACAAAACTTT ATGCCTGGGC CACTAATAAA 3900 

TTCAGTGTCT ACCAAAGAAG GAGACAATTC TAATACAGGT GCTGGAAAAG CCCTTACGGG 3960 

GCTTAGTACT GGCACTAGCC AAAACACCAG AATTTCCCTA CGCCCCGGGC CAGTATCTCA 4020 

GCCATACCAT CACTGGGACA CTGATAAATA TGTTACAGGA ATAAATGCCA TTTCACATGG 4080 

ACAAACCACT TATGGAAATG CTGAGGACAA AGAGTATCAG CAAGGGGTAG GAAGATTTCC 4140 

AAATGAAAAA GAACAGCTTA AGCAGTTACA AGGTCTTAAC ATGCACACAT ACTTCCCTAA 4200 

TAAAGGAACC CAACAATACA CAGACCAAAT TGAACGCCCT CTTATGGTGG GCTCTGTTTG 4260 

GAACAGAAGA GCTCTTCACT ATGAAAGTCA GCTGTGGAGT AAAATCCCTA ACTTAGATGA 4320 

CAGTTTTAAA ACTCAATTTG. CAGCCCTAGG CGGGTGGGGT TTGCATCAAC CACCCCCTCA 4380 

AATATTTTTA AAAATACTAC CACAAAGTGG GCCAATTGGA GGTATTAAAT CCATGGGAAT 4440 

TACTACTTTA GTTCAATATG CTGTGGGAAT AATGACAGTT ACCATGACCT TTAAATTGGG 4 500 

ACCTCGAAAG GCTACTGGAA GGTGGAATCC CCAGCCTGGC GTTTATCCTC CTCATGCAGC 4560 

TGGTCATTTA CCATATGTAC TGTATGACCC CACAGCTACA GATGCAAAGC AACACCACAG 4620 

ACACGGATAT GAAAAGCCTG AAGAATTGTG GACTGCCAAA AGCCGTGTGC ACCCATTGTA 4680 

AACATTCCCC ACCGTGTCCT CAGCCAGGAA CCGTCACCCA CCGCCCACCT GTGCCGCCCA 4740 

GATTATATGT GCCCCCTCCA ATACCCCGTA GGCAACCATC TATAAAAGAT ACAGACGCTG 4800 

TAGAATATAA ATTATTAACT AGATATGAAC AACATGTAAT TAGAATGCTA AGATTATGTA 4860 

ATATGTACAC AAGTTTGGAA AAATAAAAGC CTTAAATAAA TAATTCATAG TGTATGGTTC 4920 

TTTAAAAATT TCAAAAAGAA GACACCAAAT CAGATGCCGC CGGTCGCCGC CGGTAGGCGG 4980 

GACTTCCGGT ACAAGATGGC GGACAGTTAC GTCATTTCCT GTGACGTC 5028 
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ATAGTAAAAT TATTATTGTG TCAAAACTAT GATCCTCTTT TAGTGGGTCA ACATGTGTTA 1260 

AGGTGGATTG ACAAAAAATG TGGTAAAAAA AACACCCTGT GGTTTTACGG GCCACCAAGT 1320 

ACTGGAAAAA CAAATTTGGC AATGGCTATT GCTAAAACTG TACCAGTGTA TGGAATGGTG 1380 

AATTGGAATA ATGAAAACTT TCCATTTAAT GATGTAGCGG GGAAAAGTTT GGTGGTCTGG 1440 

GATGAAGGCA TTATTAAGTC CACTATTGTG GAAGCTGCAA AAGCCATTTT AGGTGGTCAG 1500 

CCAACCAGGG TAGATCAGAA AATGCGTGGC AGTGTGGCAG TGCCCGGTGT GCCTGTGGTT 1560 

ATAACCAGCA ATGGTGACAT TACATTTGTT GTGAGTGGTA ATACCACTAC AACTGTGCAT 1620 

GCTAAAGCCT TAAAGGAACG GATGGTAAAG CTAAACTTTA CCATAAGAT.G TAGCCCTGAC 1680 

ATGGGTTTAC TTACAGAGGC TGATGTACAA CAATGGCTAA CTTGGTGTAA TGCACAAAGC 1740 

TGGAGCCACT ATGAAAACTG GGCAATAAAC TACACATTTG ATTTCCCTGG AATAAATGCA 1800 

GATGCCCTCC ACCCAGATCT CCAAACCACC CCCATTGTCC CAGACACCAG TATCAGCAGC 1860 

AGTGGTGGTG AAAGCTCTGA AGAACTCAGT GAAAGCAGCT TTTTCAACCT CATCACTCCA 1920 

GGCGCCTGGA ACAGTGAAAC CCCGCGCTCT AGTACGCCCG TCCCCGGGAC CAGTTCAGGA 1980 

GAATCATTTG TCGGAAGCCC AGTTTCCTCC GAAGTGGTAG CCGCGTCGTG GGAGGAAGCT 2040 

TTTTACACGC CGCTTGCCGA TCAGTTTCGT GAACTGTTAG TAGGGGTTGA CTTTGTATGG 2100 

GATGGTGTGA GGGGATTGCC TGTTTGCTGT GTGGAACATA TAAACAACAG TGGGGGAGGG 2160 

TTGGGGCTTT GCCCTCATTG TATTAATGTG GGAGCTTGGT ATAATGGATG GAAATTTAGA 2220 

GAGTTTACTC CAGACTTAGT GCGCTGCAGT TGTCATGTAG GAGCCTCTAA CCCATTTTCT 2280 

GTGTTAACTT GTAAAAAATG TGCTTACCTG TCTGGATTAC AAAGTTTTGT AGATTATGAG 2340 

TAAAACCACT AACAAATGGT GGGAAAGCAG TGACAAATTT GCCCAGGACG TGTATAAGCA 24 00 

GTTTGTGCAA TTTTATGAAA AAGCTACTGG AACAGACTTA GAGCTTATTC AAATTTTAAA 24 60 

AGACCATTAC AACATTTCTT TAGATAATCC TTTAGAAAAC CCCTCTTCTT TATTTGACTT 2520 

AGTTGCTCGC ATTAAAAGTA ATCTTAAAAA CTCTCCAGAC CTATATAGTC ATCATTTTCA 2580 

GAGCCATGGA CAGTTATCTG ACCACCCCCA TGCCTTATCA TCCAGTAACA GTAGTGCAGA 2640 

ACCTAGAGGA GAAAATGCAG TATTATCTAG TGAAGACTTA CACAAGCCTG GGCAAGTTAG 2700 

CATACAATTA CCCGGTACTA ACTATGTTGG GCCTGGCAAT GAGCTACAAG CTGGGCCTCC 2760 

GCAGAATGCT GTGGACAGTG CTGCAAGGAT TCATGACTTT AGGTATAGCC AATTGGCTAA 2820 

GTTGGGAATA AATCCTTATA CACATTGGAC GGTAGCAGAT GAAGAATTGT TAAAAAATAT 2880 

AAAAAATGAA ACAGGGTTTC AAGCACAAGC AGTAAAAGAT TACTTTACTT TAAAAGGTGC 2940 
AGCTGCCCCT GTGGCCCATT TTCAAGGAAG TTTACCGGAA GTGCCCGCGT ACAACGCCTC 3000 
AGAAAAATAC CCCAGCATGA CTTCAGTTAA CTCTGCAGAA GCCAGCACTG GTGCAGGCGG 3060 
GGGAGGTAGC AACCCTACAA AAAGCATGTG GAGTGAAGGG GCTACATTTA CTGCTAATTC 3120 
TGTAACGTGT ACATTCTCTA GGCAATTTTT AATTCCATAT GATCCAGAGC ATCATTATAA 3180 
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<210> 2 

<211> 23 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 2 

ACTTCTGACT GGGAACCACT AAC 

<210> 3 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 3 

TTTAGAGATG GAGAGCAGTT TATAGAAAA 

<210> 4 

<211> 35 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 4 

TGGAATAATG AAAACTTTCC ATTTAATGAT GTAGC 

<210> 5 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 5 

TTGGTGGTCT GGGATGAAGG 

<210> 6 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 6 

ACAGAGGCTG ATGTACAACA 

<210> 7 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 7 

TGGTGTAATG CACAAAGCTG G 

<210> 8 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 8 

CCACTATGAA AACTGGGCAA TAAACTACAC A 

<210> 9 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 9 

TTTGATTTCC CTGGAAT 



<210> 10 
<211> 23 
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- " 5 
<212> ADN 

<213> erythro virus. 
<400> 10 

AATGCAGATG CCCTCCACCC AGA 23 

<210> 11 
<211> 64 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 11 

CAGACACCAG TATCAGCAGC AGTGGTGGTG AAAGCTCTGA AGAACTCAGT GAAAGCAGCT 60 
TTTT 

<210> 12 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 12 

TGAAACCCCG CGCTCTAGTA CGCCC 25 

<210> 13 
<211> 55 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 13 

TCCCCGGGAC CAGTTCAGGA GAATCATTTG TCGGAAGCCC AGTTTCCTCC GAAGT 55 

<210> 14 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 14 

CAGTTTCGTG AACTGTTAGT 20 

<210> 15 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 15 

GCTTGGTATA ATGGATGGAA ATTT 24 

<210> 16 , _ 

<211> 26 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 16 

AAAAAATGTG CTTACCTGTC TGGATT 26 

<210> 17 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 17 

CTTAAAAACT CTCCAGAC 



<210> 18 
<211> 19 
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<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 18 

TATATAGTCA TCATTTTCA 

<210> 19 

<211> 43 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 19 

CATGGACAGT TATCTGACCA CCCCCATGCC TTATCATCCA GTA 43 

<210> 20 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 20 

TGCAGAACCT AGAGGAGAA -^^ 

<210> 21 

<211> 47 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 21 

ATGCAGTATT ATCTAGTGAA GACTTACACA AGCCTGGGCA AGTTAGC 47 

<210> 22 

<211> 49 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 22 

TACCCGGTAC TAACTATGTT GGGCCTGGCA ATGAGCTACA AGCTGGGCC 4 9 

<210> 23 
<211> 39 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 23 

GACAGTGCTG CAAGGATTCA TGACTTTAGG TATAGCCAA -5^ 

<210> 24 
<211> 22 

<212> ADN - - . . . . / 

<213> erythrovirus 

<400> 24 

TGGCTAAGTT GGGAATAAAT CC 

<210> 25 
<211> 23 
. <212> ADN 
<213> erythrovirus 

<400> 25 

TTAAAAAATA TAAAAAATGA AAC 

<210> 26 
<211> 53 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
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<400> 26 

TACTTTACTT TAAAAGGTGC AGCTGCCCCT GTGGCCCATT TTCAAGGAAG TTT 53 

<210> 27 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 27 

TACAACGCCT CAGAAAAATA CCC 23 

<210> 28 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 28 

TCTGCAGAAG CCAGCACTGG TGCAGG 26 

<210> 29 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 29 

TTAGATTTTA ATGCTTTAAA TTT 23 

<210> 30 
<211> 32 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 30 

TTAGAGTTTC AGCACTTAAT TGAAAATTAT GG '32 

<210> 31 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 31 

ACAGGAATAA ATGCCATTTC 20 

<210> 32 
<211> 24 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 32 

GACAAAGAGT ATCAGCAAGG GGTA 24 

<210> 33 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 33 

AGATTTCCAA ATGAAAAAGA ACAGCT 26 

<210> 34 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
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<400> 34 

TCAGCTGTGG AGTAAAAT 

<210> 35 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 35 

TTAGATGACA GTTTTAAAAC TCA 

<210> 36 

<211> 21 

<212> ADN . ^ 

<213> erythrovirus 

<400> 36 o^ 
CCTCAAATAT TTTTAAAAAT A ^-^ 

<210> 37 
<211> 34 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 37 ^. 
TACCACiy\AG TGGGCCAATT GGAGGTATTA AATC -^^ 

<210> 38 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 38 

ATGGGAATTA CTACTTTAGT TCA 

<210> 39 
<211> 62 
<:212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 39 

GGTCATTTAC CATATGTACT GTATGACCCC ACAGCTACAG ATGCAAAGCA ACACCACAGA 60 
CA ^2 

<210> 40 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> erythrovirus - _ _ _ . . — . _ . 

<400> 40 

GGATATGAAA AGCCTGAAGA ATTGTGGAC 

<210> 41 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 41 

GCCAAAAGCC GTGTGCACCC ATTGTAAACA 

<210> 42 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
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<400> 42 

TCCCCACCGT GTCCTCAGCC A 21 

<210> 43 

<211> 109 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 43 

CTTTAAAAAT TTCAAAAAGA AGACACCAAA TCAGATGCCG CCGGTCGCCG CCGGTAGGCG 60 

GGACTTCCGG TACAAGATGG CGGACAGTTA CGTCATTTCC TGTGACGTC 109 

<210> 44 

<211> 103 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 44 

GACGTCACAG GAAATGACGT AACTGTCCGC CATCTTGTAC CGGAAGTCCC GCCTACCGGC 60 

GGCGACCGGC GGCATCTGAT TTGGTGTCTT CTTTTTGAAA TTT 103 

<210> 45 

<211> 210 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 45 

CTmrTGPiPJi TTTTGGCGGG CTTTTTCCCG CCTTATGCAA ATAAGCGGCC ATGTTTAATG 60 

TTATATTTTA ATTTAATTGG ACAAACGCCT AACGGTTACT AGGGGCGGAG TTACGGGCGG 120 

TATATAAGCA GCTGCGTTCC CTGACACTTT CTTTTCTGGT TGCTTTTGAC TGGAACTCAC 180 

TTGCTGTTCT TTGCCTGCTA AGTAACAGGT 210 

<210> 46 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 46 

ATTTATACTA ACTTTTAATT TACTAACATG 30 

<210> 47 

<211> 100 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 47 - 

GAGCTATTTC GGGGTGTCTT GCACATTTCC TCTAACATTC TGGACTGTGC TAATGATAAC 60 

TGGTGGTGCT CTATGCTAGA CTTAGATACT TCTGACTGGG 100 

<210> 48 

<211> 117 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 48 

AACCACTAAC CCATTCTAAC AGATTAATGG CAATATATTT AAGCAGTGTT GCTTCTAAAC 60 
TTGATTTTAC TGGGGGGCCG CTAGCAGGTT GCTTATACTT TTTTCAGGTG GAATGTA 117 



<210> 49 
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<211> 183 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 



<400> 49 
ACAAATTTGA 



GGAAGGCTAT CATATCCATG TAGTTATTGG TGGTCCAGGA CTAAATGCTA 



60 



GAAACTTAAC 



TGTGTGCGTA GAAGGTTTAT TTAATAATGT TCTTTACCAT CTTGTAACTG 



120 



AAAGTGTTAA 



ACTTAAATTT TTGCCAGGGA TGACTACCAA AGGAAAATAT TTTAGAGATG 



180 



GAG 



183 



<210> 50 
<211> 670 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 50 

AGCAGTTTAT AGAAAATTAC TTAATGAAAA AAATTCCTTT AAATGTTGTG TGGTGTGTAA 60 

CAAATATTGA CGGGTATATA GACACCTGTA TTTCCGCCTC TTTTCGGCGA GGAGCTTGTC 120 

ATGCTAAAAG ACCCCGCATT ACTGCT^TA CAGACAGTGC TACTAATGAA ACTGGGGAGT 180 

CTAGCTGTGG AGGGGGAGAT GTTGTGCCAT TCGCTGGAAA GGGAACAAAA GCGGGGTTAA 240 

AGTTTCAAAC CATGGTAAAT TGGCTATGTG AAAACAGAGT ATTTACTGAA GATAAATGGA 300 

AATTAGTGGA TTTTAACCAA TATACTTTAT TAAGTAGCAG TCACAGTGGC AGCTTTCAAA 360 

TTCAAAGTGC CTTAAAGTTA GCTATTTATA AAGCTACTAA CTTAGTACCC ACTAGTACAT 420 

TCTTGTTACA TTCAGACTTT GAGCAGGTTA CTTGCATTAA AGAAAATAAA ATAGTAAAAT 480 

TATTATTGTG TCAAAACTAT GATCCTCTTT TAGTGGGTCA ACATGTGTTA AGGTGGATTG 540 

ACAAAAAATG TGGTAAAAAA AACACCCTGT GGTTTTACGG GCCACCAAGT ACTGGAAAAA 600 

CAAATTTGGC AATGGCTATT GCTAAAACTG TACCAGTGTA TGGAATGGTG AATTGGAATA 660 

ATGAAAACTT 670 

<210> 51 
<211> 36 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 51 

TCCATTTAAT GATGTAGCGG GGAAAAGTTT GGTGGT " " 36 

<210> 52 

<211> 46 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 52 

CTGGGATGAA GGCATTATTA AGTCCACTAT TGTGGAAGCT GCAAAA 46 

<210> 53 
<211> 84 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 



<400> 53 

GCCATTTTAG GTGGTCA6CC AACCAGGGTA GATCAGAAAA TGCGTGGCAG TGTGGCAGTG 60 
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CCCGGTGTGC CTGTGGTTAT AACC 

<210> 54 
<211> 60 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 54 

AGCAATGGTG ACATTACATT TGTTGTGAGT GGTAATACCA CTACAACTGT GCATGCTAAA 60 

<210> 55 
<211> 76 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 55 

GCCTTAAAGG AACGGATGGT AAAGCTAAAC TTTACCATAA GATGTAGCCC TGACATGGGT 60 
TTACTTACAG AGGCTG '^^ 

<210> 56 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 56 

ATGTACAACA ATGGCTAACT TGGTGTAATG 

<210> 57 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 57 

CACAAAGCTG GAGCCACTAT GAAAACTG 

<210> 58 
<211> 98 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 

TTCAGGAGAA TCATTTGTCG GAAGCCCAGT TTCCTCCGAA GTGGTAGCCG CGTCGTGGGA 60 

GGAAGCTTTT TACACGCCGC TTGCCGATCA GTTTCGTG ^8 

<210> 59 _ . . - - 

<211> 134 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 

AACTGTTAGT AGGGGTTGAC TTTGTATGGG ATGGTGTGAG GGGATTGCCT GTTTGCTGTG 60 
TGGAACATAT AAACAACAGT GGGGGAGGGT TGGGGCTTTG CCCTCATTGT ATTAATGTGG 120 

134 

GAGCTTGGTA TAAT 

<210> 60 
<211> 100 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
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<400> 60 

GGATGGAAAT TTAGAGAGTT TACTCCAGAC TTAGTGCGCT GCAGTTGTCA TGTAGGAGCC 60 

TCTAACCCAT TTTCTGTGTT 7UVCTTGTAAA AAATGTGCTT 100 

<210> 61 
<211> 30 
<212> ADN 

.<213> erythrovirus 
<400> 61 

ACCTGTCTGG ATTACAAAGT TTTGTAGATT 30 

<210> 62 

<211> 102 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 62 

ATGAGTAAAA CCACTAACAA ATGGTGGGAA AGCAGTGACA AATTTGCCCA GGACGTGTAT 60 

AAGCAGTTTG TGCAATTTTA TGAAAAAGCT ACTGGAACAG AC 102 

<210> 63 

<211> 114 

<212> ADK 

<213> erythrovirus 

<400> 63 

TTAGAGCTTA TTCAAATTTT AAAAGACCAT TACAACATTT CTTTAGATAA TCCTTTAGAA 60 

AACCCCTCTT CTTTATTTGA CTTAGTTGCT CGCATTAAAA GTAATCTTAA AAAC 114 

<210> 64 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 64 

TCTCCAGACC TATATAGTCA TC 22 

<210> 65 

<211> 23 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 65 

ATTTTCAGAG CCATGGACAG..TTA ... _ .. . - 23 

<210> 66 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 66 

ATCATCCAGT AACAGTAGTG CAGAACCTAG 30 

<210> 67 
<211> 39 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 67 

CAAGCTGGGC CTCCGCAGAA TGCTGTGGAC AGTGCTGCA 39 
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<210> 68 
<211> 56 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 68 

GGAATAAATC CTTATACACA TTGGACGGTA GCAGATGAAG AATTGTTAAA AAATAT 56 

<210> 69 
<211> 51 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 69 

AAAAAATGAA ACAGGGTTTC AAGCACAAGC AGTAAAAGAT TACTTTACTT T 51 

<210> 70 
<211> 37 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 70 

AAGGAAGTTT ACCGGAAGTG CCCGCGTACA ACGCCTC 37 

<210> 71 
<211> 42 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 71 

AGAAAAATAC CCCAGCATGA CTTCAGTTAA CTCTGCAGAA GC 42 

<210> 72 

<211> 255 . 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 72 

CAGCACTGGT GCAGGCGGGG GAGGTAGCAA CCCTACAAAA AGCATGTGGA GTGAAGGGGC 60 

TACATTTACT GCTAATTCTG TAACGTGTAC ATTCTCTAGG CAATTTTTAA TTCCATATGA 120 

TCCAGAGCAT CATTATAAAG TGTTCTCTCC AGCAGCTAGT AGCTGCCACA ATGCTAGTGG 180 

GAAAGAGGCA AAAGTGTGCA CTATTAGTCC CATTATGGGG TACTCTACTC CGTGGAGATA 240 

CTTAGATTTT AATGC 255 

<210> 73 
<211> 33 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 73 

TTTAAATTTG TTTTTCTCAC CATTAGAGTT TCA 33 

<210> 74 

<211> 725 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 74 

GAAAATTATG GTAGTATAGC TCCAGATGCT TTAACTGTAA CTATTTCAGA AATTGCTGTA 60 
AAAGATGTCA CAGACAAAAC AGGAGGAGGT GTGCAAGTTA CTGACAGCAC CACAGGACGT 120 
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TTGTGTATGT TAGTGGATCA TGAGTATAAA TACCCATATG TGCTAGGTCA GGGACAAGAC 180 

ACACTAGCTC CAGAACTGCC CATTTGGGTT TACTTTCCCC CCCAGTATGC TTACTTAACA 240 

GTAGGTGAAG TAAACACACA AGGAATTTCA GGAGACAGCA AAAAATTGGC TAGTGAAGAA 300 

TCAGCTTTTT ATGTGTTAGA GCACAGTTCA TTTGAACTTT TGGGTACAGG GGGATCTGCC 360 

ACTATGTCCT ACAAATTTCC AGCTGTGCCC CCAGAAAACC TAGAAGGCTG CAGCCAACAT 420 

TTTTATGAAA TGTACAACCC TTTGTACGGT. TCTCGTTTAG GGGTACCTGA CACATTAGGA 480 

GGGGACCCTA AATTTAGATC ATTGACACAC GAAGACCACG CAATTCAGCC ACAAAACTTT 540 

ATGCCTGGGC CACTAATAAA TTCAGTGTCT ACCAAAGAAG GAGACAATTC TAATACAGGT 600 

GCTGGAAAAG CCCTTACGGG GCTTAGTACT GGCACTAGCC AAAACACCAG AATTTCCCTA 660 

CGCCCCGGGC CAGTATCTCA GCCATACCAT CACTGGGACA CTGATAAATA TGTTACAGGA 720 

ATAAA "^25 

<210> 75 

<211> 49 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 75 

TGCCATTTCA CATGGACAAA CCACTTATGG AAATGCTGAG GACAAAGAG 49 

<210> 76 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 76 

TATCAGCAAG GGGTAGGAAG ATTTCCAAAT 30 

<210> 77 

<211> 180 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 77 

GAAAAAGAAC AGCTTAAGCA GTTACAAGGT CTTAACATGC ACACATACTT CCCTAATAAA 60 

GGAACCCAAC AATACACAGA CCAAATTGAA CGCCCTCTTA TGGTGGGCTC TGTTTGGAAC 120 

AGAAGAGCTC TTCACTATGA AAGTCAGCTG TGGAGTAAAA TCCCTAACTT AGATGACAGT 180 

<210> 78 

<211> 64 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 78 

TTTAAAACTC AATTTGCAGC CCTAGGCGGG TGGGGTTTGC ATCAACCACC CCCTCAAATA 60 



TTTT 

<210> 79 ' 
<211> 152 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 



64 
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<400> 79 

AGGTATTAAA TCCATGGGAA TTACTACTTT AGTTCAATAT GCTGTGGGAA TAATGACAGT 60 

TACCATGACC TTTAAATTGG GACCTCGAAA GGCTACTGGA AGGTGGAATC CCCAGCCTGG 120 

CGTTTATCCT CCTCATGCAG CTGGTCATTT AC 152 

<210> 80 
<211> 260 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 80 

CCCATTGTAA ACATTCCCCA CCGTGTCCTC AGCCAGGAAC CGTCACCCAC CGCCCACCTG 60 

TGCCGCCCAG ATTATATGTG CCCCCTCCAA TACCCCGTAG GCAACCATCT ATAAAAGATA 120 

CAGACGCTGT AGAATATAAA TTATTAACTA GATATGAACA ACATGTAATT AGAATGCTAA 180 

GATTATGTAA TATGTACACA AGTTTGGAAA AATAAAAGCC TTAAATAAAT AATTCATAGT 240 

GTATGGTTCT TTAAAAATTT 260 

<210> 81 
<211> 2013 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 81 

ATG GAG CTA TTT CGG GGT GTC TTG CAC ATT TCC TCT AAC ATT CTG GAC 48 
Met Glu Leu Phe Arg Gly Val Leu His He Ser Ser Asn He Leu Asp 
15 10 15 

TGT GCT AAT GAT AAC TGG TGG TGC TCT ATG CTA GAC TTA GAT ACT TCT 96 
Cys Ala Asn Asp Asn Trp Trp Cys Ser Met Leu Asp Leu Asp Thr Ser 
20 25 30 

GAC TGG GAA CCA CTA ACC CAT TCT AAC AGA TTA ATG GCA ATA TAT TTA 144 
Asp Trp Glu Pro Leu Thr His Ser Asn Arg Leu Met Ala He Tyr Leu 
35 40 45 

AGC AGT GTT GCT TCT AAA CTT GAT TTT ACT GGG GGG CCG CTA GCA GGT 192 
Ser Ser Val Ala Ser Lys Leu Asp Phe Thr Gly Gly Pro Leu Ala Gly 
50 55 60 

TGC TTA TAC TTT TTT CAG GTG GAA TGT AAC AAA TTT GAG GAA GGC TAT 240 
Cys Leu Tyr Phe Phe Gin Val Glu Cys Asn Lys Phe Glu Glu Gly Tyr 
65 70 75 80 

CAT ATC CAT GTA GTT ATT GGT GGT CCA GGA CTA AAT GCT AGA AAC TTA 288 
His He His Val Val He Gly Gly Pro Gly Leu Asn Ala Arg Asn Leu 
85 90 95 

ACT GTG TGC GTA GAA GGT TTA TTT AAT AAT GTT CTT TAC CAT CTT GTA 336 
Thr Val Cys Val Glu Gly Leu Phe Asn Asn Val Leu Tyr His Leu Val 
100 105 110 

ACT GAA AGT GTT AAA CTT AAA TTT TTG CCA GGG ATG ACT ACC AAA GGA 384 
Thr Glu Ser Val Lys Leu Lys Phe Leu Pro Gly Met Thr Thr Lys Gly 
115 120 125 

AAA TAT TTT AGA GAT GGA GAG CAG TTT ATA GAA AAT- TAC TTA ATG AAA 432 
Lys Tyr Phe Arg Asp Gly Glu Gin Phe He Glu Asn Tyr Leu Met Lys 
130 135 140 



AAA ATT CCT TTA AAT GTT GTG TGG TGT GTA ACA AAT ATT GAC GGG TAT 



480 
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Lys lie Pro Leu Asn Val Val Trp Cys Val Thr Asn He Asp Gly Tyr 

145 150 155 160 

ATA GAC ACC TGT ATT TCC GCC TCT TTT CGG CGA GGA GCT TGT CAT GCT 528 
He Asp Thr Cys He Ser Ala Ser Phe Arg Arg Gly Ala Cys His Ala 
165 170 175 

AAA AGA CCC CGC ATT ACT GCA AAT ACA GAC AGT GCT ACT AAT GAA ACT 576 
Lys Arg Pro Arg He Thr Ala Asn Thr Asp Ser Ala Thr Asn Glu Thr 
180 185 190 

GGG GAG TCT AGC TGT GGA GGG GGA GAT GTT GTG CCA TTC GCT GGA AAG 624 
Gly Glu Ser Ser Cys Gly Gly Gly Asp Val Val Pro Phe Ala Gly Lys 
195 200 205 

GGA ACA AAA GCG GGG TTA AAG TTT CAA ACC ATG GTA AAT TGG CTA TGT 672 
Gly Thr Lys Ala Gly Leu Lys Phe Gin Thr Met Val Asn Trp Leu Cys 
210 215 220 

GAA AAC AGA GTA TTT ACT GAA GAT AAA TGG AAA TTA GTG GAT TTT AAC 720 
Glu Asn Arg Val Phe Thr Glu Asp Lys Trp Lys Leu Val Asp Phe Asn 
225 230 235 240 

CAA TAT ACT TTA TTA AGT AGC AGT CAC AGT GGC AGC TTT CAA ATT CAA 768 
Gin Tyr Thr Leu Leu Ser Ser Ser His Ser Gly Ser Phe Gin He Gin 
245 250 255 

AGT GCC TTA AAG TTA GCT ATT TAT AAA GCT ACT AAC TTA GTA CCC ACT 816 
Ser Ala Leu Lys Leu Ala He Tyr Lys Ala Thr Asn Leu Val Pro Thr 
260 265 270 

AGT ACA TTC TTG TTA CAT TCA GAC TTT GAG CAG GTT ACT TGC ATT AAA 864 
Ser Thr Phe Leu Leu His Ser Asp Phe Glu Gin Val Thr Cys He Lys 

275 280 285 

GAA AAT AAA ATA GTA AAA TTA TTA TTG TGT CAA AAC TAT GAT CCT CTT 912 
Glu Asn Lys He Val Lys Leu Leu Leu Cys Gin Asn Tyr Asp Pro Leu 
290 295 300 

TTA GTG GGT CAA CAT GTG TTA AGG TGG ATT GAC AAA AAA TGT GGT AAA 960 
Leu Val Gly Gin His Val Leu Arg Trp He Asp Lys Lys Cys Gly Lys 
305 310 315 320 

AAA AAC ACC CTG TGG TTT TAG GGG CCA CCA AGT ACT GGA AAA ACA AAT 
Lvs Asn. Thr Leu Trp Phe Tyr Gly Pro Pro Ser Thr Gly Lys Thr Asn 
325 330 335 



1008 



TTG GCA ATG GCT ATT GCT AAA ACT GTA CCA GTG TAT GGA ATG GTG AAT 1056 
Leu Ala Met Ala He Ala Lys Thr Val Pro Val Tyr Gly Met Val Asn 
340 345 350 

TGG AAT AAT GAA AAC TTT CCA TTT AAT GAT GTA GCG GGG AAA AGT TTG 1104 
Trp Asn Asn Glu Asn Phe Pro Phe Asn Asp Val Ala Gly Lys Ser Leu 
355 360 365 

GTG GTC TGG GAT GAA GGC ATT ATT AAG TCC ACT ATT GTG GAA GCT GCA 1152 
Val Val Trp Asp Glu Gly He He Lys Ser Thr He Val Glu Ala Ala 
370 375 380 

AAA GCC ATT TTA GGT GGT CAG CCA ACC AGG GTA GAT CAG AAA ATG CGT 1200 
Lvs Ala He Leu Gly Gly Gin Pro Thr Arg Val Asp Gin Lys Met Arg 
385 390 395 400 

GGC AGT GTG GCA GTG CCC GGT GTG CCT GTG GTT ATA ACC AGC AAT GGT 1248 
Gly Ser Val Ala Val Pro Gly Val Pro Val Val He Thr Ser Asn Gly 
405 410 415 
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GAC ATT ACA TTT GTT GTG AGT GGT AAT ACC ACT ACA ACT GTG CAT GCT 1296 
Asp lie Thr Phe Val Val Ser Gly Asn Thr Thr Thr Thr Val His Ala 
420 425 430 

AAA GCC TTA AAG GAA CGG ATG GTA AAG CTA AAC TTT ACC ATA AGA TGT 1344 
Lys Ala Leu Lys Glu Arg Met Val Lys Leu Asn Phe Thr lie Arg Cys 
435 440 445 

AGC CCT GAC ATG GGT TTA CTT ACA GAG GCT GAT GTA CAA CAA TGG CTA 1392 
Ser Pro Asp Met Gly Leu Leu Thr Glu Ala Asp Val Gin Gin Trp Leu 
450 455 460 

ACT TGG TGT AAT GCA CAA AGC TGG AGC CAC TAT GAA AAC TGG GCA ATA 1440 
Thr Trp Cys Asn Ala Gin Ser Trp Ser His Tyr Glu Asn Trp Ala He 
465 470 475 480 

AAC TAC ACA TTT GAT TTC CCT GGA ATA AAT GCA GAT GCC CTC CAC CCA 1488 
Asn Tyr Thr Phe Asp Phe Pro Gly He Asn Ala Asp Ala Leu His Pro 
485 490 495 

GAT CTC CAA ACC ACC CCC ATT GTC CCA GAC ACC AGT ATC AGC AGC AGT 1536 
Asp Leu Gin Thr Thr Pro He Val Pro Asp Thr Ser He Ser Ser Ser 
500 505 510 

GGT GGT GAA AGC TCT GAA GAA CTC AGT GAA AGC AGC TTT TTC AAC CTC 1584 
Gly Gly Glu Ser Ser Glu Glu Leu Ser Glu Ser Ser Phe Phe Asn Leu 
515 520 525 

ATC ACT CCA GGC GCC TGG AAC AGT GAA ACC CCG CGC TCT AGT ACG CCC 1632 
He Thr Pro Gly Ala Trp Asn Ser Glu Thr Pro Arg Ser Ser Thr Pro 
530 535 • 540 

GTC CCC GGG ACC AGT TCA GGA GAA TCA TTT GTC GGA AGC CCA GTT TCC 1680 
Val Pro Gly Thr Ser Ser Gly Glu Ser Phe Val Gly Ser Pro Val Ser 
545 550 555 560 

TCC GAA GTG GTA GCC GCG TCG TGG GAG GAA GCT TTT TAC ACG CCG CTT 1728 
Ser Glu Val Val Ala Ala Ser Trp Glu Glu Ala Phe Tyr Thr Pro Leu- 
565 570 575 

GCC GAT CAG TTT CGT GAA CTG TTA GTA GGG GTT GAC TTT GTA TGG GAT 1776 
Ala Asp Gin Phe Arg Glu Leu Leu Val Gly Val Asp Phe Val Trp Asp 
580 585 590 

•GGT GTG AGG GGA TTG CCT GTT TGC TGT GTG GAA CAT ATA AAC AAC AGT 1824 
Gly Val Arg Gly Leu Pro Val Cys Cys Val Glu His He Asn Asn Ser 
595 600 605 

GGG GGA GGG TTG GGG CTT TGC CCT CAT TGT ATT AAT GTG GGA GCT TGG 1872 
Gly Gly Gly Leu Gly Leu Cys Pro His Cys He Asn Val Gly Ala Trp 
610 615 620 

TAT AAT GGA TGG AAA TTT AGA GAG TTT ACT CCA GAC TTA GTG CGC TGC 1920 
Tyr Asn Gly Trp Lys Phe Arg Glu Phe Thr Pro Asp Leu Val Arg Cys 
625 630 635 640 

AGT TGT CAT GTA GGA GCC TCT AAC CCA TTT TCT GTG TTA ACT TGT AAA 1968 
Ser Cys His Val Gly Ala Ser Asn Pro Phe Ser Val Leu Thr Cys Lys 
645 650 655 

AAA TGT GCT TAC CTG TCT GGA TTA CAA AGT TTT GTA GAT TAT GAG 2013 
Lys Cys Ala Tyr Leu Ser Gly Leu Gin Ser Phe Val Asp Tyr Glu 
660 665 670 



<210> 82 
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<211> 671 
<212> PRT 

<213> erythrovirus 

<400> 82 , n 

Met Glu Leu Phe Arg Gly Val Leu His lie Ser Ser Asn lie Leu Asp 
1 5 , 10 15 

Cys Ala Asn Asp Asn Trp Trp Cys Ser Met Leu Asp Leu Asp Thr Ser 

20 25 . 

AsD Trp Glu Pro Leu Thr His Ser Asn Arg Leu Met Ala lie Tyr Leu 
35 40 45 

Ser Ser Val Ala Ser Lys Leu Asp Phe Thr Gly Gly Pro Leu Ala Gly 
50 -55 60 

cys Leu Tyr Phe Phe Gin Val Glu Cys Asn Lys Phe Glu Glu Gly Tyr 
65 70 75 80 

His lie His Val Val He Gly Gly Pro Gly Leu Asn Ala Arg Asn Leu 
85 90 

Thr Val Cys Val Glu Gly Leu Phe Asn Asn Val Leu Tyr His Leu Val 
100 105 110 

Thr Glu Ser Val Lys Leu Lys Phe Leu Fro Gly Met Thr Thr Lys Gly 
115 120 125 

Lvs Tyr Phe Arg Asp Gly Glu Gin Phe He Glu Asn Tyr Leu Met Lys 
130 135 140 

Lys He Pro Leu Asn Val Val Trp Cys Val Thr Asn He Asp Gly Tyr 
145 ■ 150 . . 155 160 

He Asp Thr Cys He Ser Ala Ser Phe Arg Arg Gly Ala Cys His Ala 
165 170 1'= 

Lys Arg Pro Arg He Thr Ala Asn Thr Asp Ser Ala Thr Asn Glu Thr 
^ 180 185 190 

Glv Glu Ser Ser Cys Gly Gly Gly Asp Val Val Pro Phe Ala Gly Lys 
' 195 200 205 

Gly Thr Lys Ala Gly Leu Lys Phe Gin Thr Met Val Asn Trp Leu Cys 
210 215 220 

Glu Asn Arg Val Phe Thr Glu Asp Lys Trp Lys Leu Val Asp Phe Asn 
225 - 230- - 235 - 240 

Gin Tyr Thr Leu Leu Ser Ser Ser His Ser Gly Ser Phe Gin He Gin 
245 250 255 

Ser Ala Leu Lys Leu Ala He Tyr Lys Ala Thr Asn Leu Val Pro Thr 
260 265 210 

Ser Thr Phe Leu Leu His Ser Asp Phe Glu Gin Val Thr Cys He Lys 
275 280 285 

Glu Asn Lys He Val Lys Leu Leu Leu Cys Gin Asn Tyr Asp Pro Leu 
290 295 300 

Leu Val Gly Gin His Val Leu Arg Trp He Asp Lys Lys Cys Gly Lys 
305 310 315 320 

Lys Asn Thr Leu Trp Phe Tyr Gly Pro Pro Ser Thr Gly Lys Thr Asn 
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325 330 335 

Leu Ala Met Ala He Ala Lys Thr Val Pro Val Tyr Gly Met Val Asn 
340 345 350 

Trp Asn Asn Glu Asn Phe Pro Phe Asn Asp Val Ala Gly Lys Ser Leu 
355 360 365 

Val Val Trp Asp Glu Gly He He Lys Ser Thr He Val Glu Ala Ala 

370 375 380 

Lvs Ala He Leu Gly Gly Gin Pro Thr Arg Val Asp Gin Lys Met Arg 
385 390 395 400 

Glv Ser Val Ala Val Pro Gly Val Pro Val Val He Thr Ser Asn Gly 
^ 405 410 415 

ASD He Thr Phe Val Val Ser Gly Asn Thr Thr Thr Thr Val His Ala 
^ 420 425 430 

Lvs Ala Leu Lys Glu Arg Met Val Lys Leu Asn Phe Thr He Arg Cys 
^ 435 440 445 

Ser Pro Asp Met Gly Leu Leu Thr Glu Ala Asp Val Gin Gin Trp Leu 
450 455 460 

Thr Trp Cys Asn Ala Gin Ser Trp Ser His Tyr Glu Asn Trp Ala He 
465 470 475 4B0 

Asn Tvr Thr Phe Asp Phe Pro Gly He Asn Ala Asp Ala Leu His Pro 
485 490 495 

Asp Leu Gin Thr Thi Pro He Val Pro Asp Thr Ser He Ser Ser Ser 
500 505 510 

Gly Gly Glu Ser Ser Glu Glu Leu Ser Glu Ser Ser Phe Phe Asn Leu 
- 515 520 525 

He Thr Pro Gly Ala Trp Asn Ser Glu Thr Pro Arg Ser Ser Thr Pro 
530 535 540 

Val Pro Gly Thr Ser Ser Gly Glu Ser Phe Val Gly Ser Pro Val Ser 
545 550 555 560 

Ser Glu Val Val Ala Ala Ser Trp Glu Glu Ala Phe Tyr Thr Pro Leu 
565 570 575 

Ala Asp Gin Phe Arg Glu Leu Leu Val Gly Val Asp Phe Val Trp Asp 

- 580 585 - - 590 

Glv Val Arg Gly Leu Pro Val Cys Cys Val Glu His He Asn Asn Ser 
595 600 605 

Gly Gly Gly Leu Gly Leu Cys Pro His Cys He Asn Val Gly Ala Trp 
610 615 620 

Tvr Asn Gly Trp Lys Phe Arg Glu Phe Thr Pro Asp Leu Val Arg Cys 
625 630 635 640 

Ser Cys His Val Gly Ala Ser Asn Pro Phe Ser Val Leu Thr Cys Lys 
645 650 655 

Lys Cys Ala Tyr Leu Ser Gly Leu Gin Ser Phe Val Asp Tyr Glu 
660 665 670 

<210> 83 
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<211> 222 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 



<400> 83 

ATG CAG ATG CCC TCC ACC CAG ATC TCC AAA CCA CCC CCA TTG TCC CAG 48 

Met Gin Met Pro Ser Thr Gin He Ser Lys Pro Pro Pro Leu Ser Gin 
675 680 685 

ACA CCA GTA TCA GCA GCA GTG GTG GTG AAA GCT CTG AAG AAC TCA GTG 96 
Thr Pro Val Ser Ala Ala Val Val Val Lys Ala Leu Lys Asn Ser Val 
690 695 700 

AAA GCA GCT TTT TCA ACC TCA TCA CTC CAG GCG CCT GGA ACA GTG AAA 144 
Lys Ala Ala Phe Ser Thr Ser Ser Leu Gin Ala Pro Gly Thr Val Lys 
705 710 715 

CCC CGC GCT CTA GTA CGC CCG TCC CCG GGA CCA GTT CAG GAG AAT CAT 192 
Pro Arg Ala Leu Val Arg Pro Ser Pro Gly Pro Val Gin Glu Asn His 
720 725 730 735 

TTG TCG GAA GCC CAG TTT CCT CCG AAG TGG 222 
Leu Ser Glu Ala Gin Phe Pro Pro Lys Trp 
740 745 

<210> 84 

<211> 74 

<212> PRT 

<213> erythrovirus 

<400> 84 ^ 
Met Gin Met Pro Ser Thr Gin He Ser Lys Pro Pro Pro Leu Ser Gin 
1 5 10 15 

Thr Pro Val Ser Ala Ala Val Val Val Lys Ala Leu Lys Asn Ser Val 
20 25 30 

Lys Ala Ala Phe Ser Thr Ser Ser Leu Gin Ala Pro Gly Thr Val Lys 
35 -40 45 

Pro Arg Ala Leu Val Arg Pro Ser Pro Gly Pro Val Gin Glu Asn His 
50 55 60 



Leu Ser Glu Ala Gin Phe Pro Pro Lys Trp 
65 70 

<210> 85 
<211> 2343 

<212> ADN - * ^ 
<213> erythrovirus 



<400> 85 

ATG AGT AAA ACC ACT AAC AAA TGG TGG GAA AGC AGT GAC AAA TTT GCC 

Met Ser Lys Thr Thr Asn Lys Trp Trp Glu Ser Ser Asp Lys Phe Ala 

75 80 85 90 

CAG GAC GTG TAT AAG CAG TTT GTG CAA TTT TAT GAA AAA GCT ACT GGA 
Gin Asp Val Tyr Lys Gin Phe Val Gin Phe Tyr Glu Lys Ala Thr Gly 
95 100 105 

ACA GAC TTA GAG CTT ATT CAA ATT TTA AAA GAC CAT TAC AAC ATT TCT 
Thr Asp Leu Glu Leu He Gin He Leu Lys Asp His Tyr Asn He Ser 
110 115 120 



48 



96 



144 
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TTA GAT AAT CCT TTA GAA AAC CCC TCT TCT TTA TTT GAC TTA GTT GCT 192 
Leu Asp Asn Pro Leu Glu Asn Pro Ser Ser Leu Phe Asp Leu Val Ala 
125 130 135 

CGC ATT AAA ACT AAT CTT AAA AAC TCT CCA GAC CTA TAT AGT CAT CAT 240 
Arg He Lys Ser Asn Leu Lys Asn Ser Pro Asp Leu Tyr Ser His His 
140 " 145 150 

TTT CAG AGC CAT GGA CAG TTA TCT GAC CAC CCC CAT GCC TTA TCA TCC 288 
Phe Gin Ser His Gly Gin Leu Ser Asp His Pro His Ala Leu Ser Ser 
155 160 165 170 

AGT AAC AGT AGT GCA GAA CCT AGA GGA GAA AAT GCA GTA TTA TCT AGT 336 
Ser Asn Ser Ser Ala Glu Pro Arg Gly Glu Asn Ala Val Leu Ser Ser 
175 180 185. 

GAA GAC TTA CAC AAG CCT GGG CAA GTT AGC ATA CAA TTA CCC GGT ACT 384 
Glu Asp Leu His Lys Pro Gly Gin Val Ser He Gin Leu Pro Gly Thr 
190 195 200 

AAC TAT GTT GGG CCT GGC AAT GAG CTA CAA GCT GGG CCT CCG CAG AAT 432 
Asn Tyr Val Gly Pro Gly Asn Glu Leu Gin Ala Gly Pro Pro Gin Asn 
205 210 215 

GCT GTG GAC AGT GCT GCA AGG ATT CAT GAC TTT AGG TAT AGC CAA TTG 480 
Ala Val Asp Ser Ala Ala Arg He His Asp Phe Arg Tyr Ser Gin Leu 
220 225 230 

GCT AAG TTG GGA ATA AAT CCT TAT ACA CAT TGG ACG GTA GCA GAT GAA 528 
Ala Lys Leu Gly He Asn Pro Tyr Thr His Trp Thr Val Ala Asp Glu 
235 240 . 245 250 

GAA- TTG TTA AAA AAT ATA AAA AAT GAA ACA GGG TTT CAA GCA CAA GCA 576 
Glu Leu Leu Lys Asn He Lys Asn Glu Thr Gly Phe Gin Ala Gin Ala 
255 260 265 

GTA AAA GAT TAG TTT ACT TTA AAA GGT GCA GCT GCC CCT GTG GCC CAT 624 
Val Lys Asp Tyr Phe Thr Leu Lys Gly Ala Ala Ala Pro Val Ala His 
270 275 280 

TTT CAA GGA AGT TTA CCG GAA GTG CCC GCG TAG AAC GCC TCA GAA AAA 672 
Phe Gin Gly Ser Leu Pro Glu Val Pro Ala Tyr Asn Ala Ser Glu Lys 
285 290 295 

TAG CCC AGC ATG ACT TCA GTT AAC TCT GCA GAA GCC AGC ACT GGT GCA 720 
Tyr Pro Ser Met Thr Ser Val Asn Ser Ala Glu Ala Ser Thr Gly Ala 
300 305 310 

GGC GGG GGA -GGT AGC -AAC CCT ACA AAA AGC ATG TGG AGT GAA GGG GCT. - - 768 
Gly Gly Gly Gly Ser Asn Pro Thr Lys Ser Met Trp Ser Glu Gly Ala 
315 320 325 330 

ACA TTT ACT GCT AAT TCT GTA ACG TGT ACA TTC TCT AGG CAA TTT TTA 816 
Thr Phe Thr Ala Asn Ser Val Thr Cys Thr Phe Ser Arg Gin Phe Leu 
335 340 345 

ATT CCA TAT GAT CCA GAG CAT CAT TAT AAA GTG TTC TCT CCA GCA GCT 864 
He Pro Tyr Asp Pro Glu His His Tyr Lys Val Phe Ser Pro Ala Ala 
350 355 360 

AGT AGC TGC CAC AAT GCT AGT GGG AAA GAG GCA AAA GTG TGC ACT ATT 912 
Ser Ser Cys His Asn Ala Ser Gly Lys Glu Ala Lys Val Cys Thr He 
365 370 375 



AGT CCC ATT ATG GGG TAG TCT ACT CCG TGG AGA TAG TTA GAT TTT AAT 
Ser Pro He Met Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Arg Tyr Leu Asp Phe Asn 
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380 385 390 

GCT TTA AAT TTG TTT TTC TCA CCA TTA GAG TTT CAG CAC TTA ATT GAA 1008 
Ala Leu Asn Leu Phe Phe Ser Pro Leu Glu Phe Gin His Leu He Glu 
395 400 405 410 

AAT TAT GGT AGT ATA GCT CCA GAT GCT TTA ACT GTA ACT ATT TCA GAA 1-056 
Asn Tvr Gly Ser He Ala Pro Asp Ala Leu Thr Val Thr He Ser Glu 
415 420 425 

ATT GCT GTA AAA GAT GTC ACA GAC AAA ACA GGA GGA GGT GTG CAA GTT 1104 
He Ala Val Lys Asp Val Thr Asp Lys Thr Gly Gly Gly Val Gin Val 
430 435 440 

ACT GAC AGC ACC ACA GGA CGT TTG TGT ATG TTA GTG GAT CAT GAG TAT 1152 
Thr Asp Ser Thr Thr Gly Arg Leu Cys Met Leu Val Asp His Glu Tyr 
445 450 455 

AAA TAG CCA TAT GTG CTA GGT CAG GGA CAA GAC ACA CTA GCT CCA GAA 1200 
Lys Tyr Pro Tyr Val Leu Gly Gin Gly Gin Asp Thr Leu Ala Pro Glu 
460 465 470 

CTG CCC ATT TGG GTT TAC TTT CCC CCG CAG TAT GCT TAG TTA ACA GTA 1248 
Leu Pro He Trp Val Tyr Phe Pro Pro Gin Tyr Ala Tyr Leu Thr Val 
475 480 485 490 

GGT GAA GTA AAC ACA CAA GGA ATT TCA GGA GAC AGC AAA AAA TTG GCT 1296 
Glv Glu Val Asn Thr Gin Gly He Ser Gly Asp Ser Lys Lys Leu Ala 
495 500 505 

AGT GAA GAA TCA GCT TTT TAT GTG TTA GAG CAC AGT TCA TTT GAA CTT 1344 
Ser Glu Glu Ser Ala Phe Tyr Val Leu Glu His Ser Ser Phe Glu Leu 
510 515 520 

TTG GGT ACA GGG GGA TCT GCC ACT ATG TCC TAC AAA TTT CCA GCT GTG 1392 
Leu Gly Thr Gly Gly Ser Ala Thr Met Ser Tyr Lys Phe Pro Ala Val 
525 530 535 

CCC CCA GAA AAC CTA GAA GGC TGC AGC CAA CAT TTT TAT GAA ATG TAC 14 40 

Pro Pro Glu Asn Leu Glu Gly Cys Ser Gin His Phe Tyr Glu Met Tyr 
540 545 550 

AAC CCT TTG TAC GGT TCT CGT TTA GGG GTA CCT GAC ACA TTA GGA GGG . 1488 
Asn Pro Leu Tyr Gly Ser Arg Leu Gly Val Pro Asp Thr Leu Gly Gly 
555 560 565 570 

GAC CCT AAA TTT AGA TCA TTG ACA CAC GAA GAC CAC GCA ATT CAG CCA 1536 
Asp Pro Lys Phe Arg Ser Leu Thr His Glu Asp His Ala He Gin Pro 
575 580 585 

CAA AAC TTT ATG CCT GGG CCA CTA ATA AAT TCA GTG TCT ACC AAA GAA 1584 
Gin Asn Phe Met Pro Gly Pro Leu He Asn Ser Val Ser Thr Lys Glu 
590 595 600 

GGA GAC AAT TCT AAT ACA GGT GCT GGA AAA GCC CTT ACG GGG CTT AGT 1632 
Gly Asp Asn Ser Asn Thr Gly Ala Gly Lys Ala Leu Thr Gly Leu Ser 
605 610 615 

ACT GGC ACT AGC CAA AAC ACC AGA ATT TCC CTA CGC CCC GGG CCA GTA 1680 
Thr Gly Thr Ser Gin Asn Thr Arg He Ser Leu Arg Pro Gly Pro Val 
620 625 630 

TCT CAG CCA TAC CAT CAC TGG GAC ACT GAT AAA TAT GTT ACA GGA ATA 1728 
Ser Gin Pro Tyr His His Trp Asp Thr Asp Lys Tyr Val Thr Gly He 
635 640 645 650 
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AAT GCC ATT TCA CAT GGA CAA ACC ACT TAT GGA AAT GCT GAG GAG AAA 
Asn Ala lie Ser His Gly Gin Thr Thr Tyr Gly Asn Ala Giu Asp Lys 
655 660 665 
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GAG TAT CAG CAA GGG GTA GGA AGA TTT CCA AAT GAA AAA GAA CAG CTT 1824 
Glu Tyr Gin Gin Gly Val Gly Arg Phe Pro Asn Glu Lys Glu Gin Leu 
670 675 680 

AAG CAG TTA CAA GGT CTT AAC ATG CAC ACA TAC TTC CCT AAT AAA GGA 1872 
Lys Gin Leu Gin Gly Leu Asn Met His Thr Tyr Phe Pro Asn Lys Gly 
685 690 695 

ACC CAA CAA TAC ACA GAC CAA ATT GAA CGC CCT CTT ATG GTG GGC TCT 1920 
Thr Gin Gin Tyr Thr Asp Gin He Glu Arg Pro Leu Met Val Gly Ser 
700 705 710 

GTT TGG AAC AGA AGA GCT CTT CAC TAT GAA AGT CAG CTG TGG AGT AAA 1968 
Val Trp Asn Arg Arg Ala Leu His Tyr Glu Ser Gin Leu Trp Ser Lys 
715 720 725 730 

ATC CCT AAC TTA GAT GAC AGT TTT AAA ACT CAA TTT GCA GCC CTA GGC 2016 
He Pro Asn Leu Asp Asp Ser Phe Lys Thr Gin Phe Ala Ala Leu Gly 
735 740 745 

GGG TGG GGT TTG CAT CAA CCA CCC CCT CAA ATA TTT TTA AAA ATA CTA 2064 
Glv Trp Gly Leu His Gin Pro Pro Pro Gin He Phe Leu Lys He Leu 
750 755 760 

CCA CAA AGT GGG CCA ATT GGA GGT ATT AAA TCC ATG GGA ATT ACT ACT 2112 
Pro Gin Ser Gly Pro He Gly Gly He Lys Ser Met Gly lie Thr Thr 
765 770 775 

TTA GTT CAA TAT GCT GTG GGA ATA ATG ACA GTT ACC ATG ACC TTT AAA 2160 
Leu Val Gin Tyr Ala Val Gly He Met Thr Val Thr Met Thr Phe Lys 

780 785 790 

TTG GGA CCT CGA AAG GCT ACT GGA AGG TGG AAT CCC CAG CCT GGC GTT 2208 
Leu Gly Pro Arg Lys Ala Thr Gly Arg Trp Asn Pro Gin Pro Gly Val 
795 800 805 810 

TAT CCT CCT CAT GCA GCT GGT CAT TTA CCA TAT GTA CTG TAT GAC CCC 2256 
Tyr Pro Pro His Ala Ala Gly His Leu Pro Tyr Val Leu Tyr Asp Pro 
815 820 825 

ACA GCT ACA GAT GCA AAG CAA CAC CAC AGA CAC GGA TAT GAA AAG CCT 2304 
Thr Ala Thr Asp Ala Lys Gin His His Arg His Gly Tyr Glu Lys Pro 
830 835 840 

GAA GAA TTG TGG ACT GCC AAA AGC CGT GTG CAC CCA TTG 2343 
Glu Glu Leu Trp Thr Ala Lys Ser Arg Val His Pro Leu 
845 850 855 

<210> 86 

<211> 781 

<212> PRT 

<213> erythrovirus 

<400> 86 

Met Ser Lys Thr Thr Asn Lys Trp Trp Glu Ser Ser Asp Lys Phe Ala 
15 10 15 

Gin Asp Val Tyr Lys Gin Phe Val Gin Phe Tyr Glu Lys Ala Thr Gly 
20 25 30 

Thr Asp Leu gIu Leu He Gin He Leu Lys Asp His Tyr Asn He Ser 
35 40 45 

Leu Asp Asn Pro Leu Glu Asn Pro Ser Ser Leu Phe Asp Leu Val Ala 
50 55 60 
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Arq He Lys Ser Asn Leu Lys Asn Ser Pro Asp Leu Tyr Ser His His 
65 70 75 80 

Phe Gin Ser His Gly Gin Leu Ser Asp His Pro His Ala Leu Ser Ser 
85 90 95 

Ser Asn Ser Ser Ala Glu Pro Arg Gly Glu Asn Ala Val Leu Ser Ser 
100 105 110 

Glu Asp Leu His Lys Pro Gly Gin Val Ser He Gin Leu Pro Gly Thr 
115 120 125 

Asn Tyr Val Gly Pro Gly Asn Glu Leu Gin Ala Gly Pro Pro Gin Asn 
130 135 140 

Ala Val Asp Ser Ala Ala Arg He His Asp Phe Arg Tyr Ser Gin Leu 
145 150 155 160 

Ala Lys Leu Gly He Asn Pro Tyr Thr His Trp Thr Val Ala Asp Glu 



165 



170 175 



Glu Leu Leu Lys Asn He Lys Asn Glu Thr Gly Phe Gin Ala Gin Ala 
180 185 190 

Val Lys Asp Tyr Phe Thr Leu Lys Gly Ala Ala Ala Pro Val Ala His 
195 200 205 

Phe Gin Gly Ser Leu Pro Glu Val Pro Ala Tyr Asn Ala Ser Glu Lys 
210 215 220 

Tvr Pro Ser Met Thr Ser Val Asn Ser Ala Glu Ala Ser Thr Gly Ala 
225 230 • 235 240 

Gly Gly Gly Gly Ser Asn Pro Thr Lys Ser Met Trp Ser Glu Gly Ala 
245 250 

Thr Phe Thr Ala Asn Ser Val Thr Cys Thr Phe Ser Arg Gin Phe Leu 
260 265 270 

He Pro Tyr Asp Pro Glu His His Tyr Lys Val Phe Ser Pro Ala Ala 
275 280 285 

Ser Ser Cys His Asn Ala Ser Gly Lys Glu Ala Lys Val Cys Thr He 
290 295 300 

Ser Pro He Met Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Arg Tyr Leu Asp Phe Asn 
305 310 315 3ZU 

Ala Leu Asn Leu Phe Phe Ser Pro Leu Glu Phe Gin His Leu He Glu 
325 330 335 

Asn Tyr Gly Ser He Ala Pro Asp Ala Leu Thr Val Thr He Ser Glu 
340 345 350 

He Ala Val Lys Asp Val Thr Asp Lys Thr Gly Gly Gly Val Gin Val 
355 360 365 

Thr Asp Ser Thr Thr Gly Arg Leu Cys Met Leu Val Asp His Glu Tyr 
370 375 380 

Lys Tyr Pro Tyr Val Leu Gly Gin Gly Gin Asp Thr Leu Ala Pro Glu 
385 390 395 40" 

Leu Pro He Trp Val Tyr Phe Pro Pro Gin Tyr Ala Tyr Leu Thr Val 
405 410 
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Gly Glu Val Asn Thr Gin Gly He Ser Gly Asp Ser Lys Lys Leu Ala 
420 425 430 

Ser Glu Glu Ser Ala Phe Tyr Val Leu Glu His Ser Ser Phe Glu Leu 
435 440 445 

Leu Gly Thr Gly Gly Ser Ala Thr Met Ser Tyr Lys Phe Pro Ala Val 
450 455 460 

Pro Pro Glu Asn Leu Glu Gly Cys Ser Gin His Phe Tyr Glu Met Tyr 
465 470 475 480 

Asn Pro Leu Tyr Gly Ser Arg Leu Gly Val Pro Asp Thr Leu Gly Gly 
485 490 

Asp Pro Lys Phe Arg Ser Leu Thr His Glu Asp His Ala lie Gin Pro 
500 505 

Gin Asn Phe Met Pro Gly Pro Leu He Asn Ser Val Ser Thr Lys Glu 
515 520 525 

Glv Asp Asn Ser Asn Thr Gly Ala Gly Lys Ala Leu Thr Gly Leu Ser 
530 535 540 

Thr Gly Thr Ser Gin Asn Thr Arg He Ser Leu Arg Pro Gly Pro Val 
545 550 555 560 

Ser Gin Pro Tyr His His Trp Asp Thr Asp Lys Tyr Val Thr Gly He 
565 570 575 

Asn Ala He Ser His Gly Gin Thr Thr Tyr Gly Asn Ala Glu Asp Lys 
580 585 590 

Glu Tyr Gin Gin Gly Val Gly Arg Phe Pro Asn Glu Lys Glu Gin Leu 

595 600 605 

Lys Gin Leu Gin Gly Leu Asn Met His Thr Tyr Phe Pro Asn Lys Gly 
610 615 620 

Thr Gin Gin Tyr Thr Asp Gin He Glu Arg Pro Leu Met Val Gly Ser 
625 630 635 64U 

Val Trp Asn Arg Arg Ala Leu His Tyr Glu Ser Gin Leu Trp Ser Lys 
645 650 655 

He Pro Asn Leu Asp Asp Ser Phe Lys Thr Gin Phe Ala Ala Leu Gly 
660 665 670 

Gly Trp Gly Leu His Gin Pro Pro Pro Gin He Phe Leu Lys He Leu 
675 680 685 

Pro Gin Ser Gly Pro He Gly Gly He Lys Ser Met Gly He Thr Thr 
690 695 700 

Leu Val Gin Tyr Ala Val Gly He Met Thr Val Thr Met Thr Phe Lys 
705 710 715 720 

Leu Gly Pro Arg Lys Ala Thr Gly Arg Trp Asn Pro Gin Pro Gly Val 
725 730 7J5 

Tvr Pro Pro His Ala Ala Gly His Leu Pro Tyr Val Leu Tyr Asp Pro 
^ 740 745 750 

Thr Ala Thr Asp Ala Lys Gin His His Arg His Gly Tyr Glu Lys Pro 
755 760 765 
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Glu Glu Leu Trp Thr Ala Lys Ser Arg Val His Pro Leu 
770 775 780 

<210> 87 
<211> 681 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 87 

ATG AGT AAA ACC ACT AAC AAA TGG TGG GAA AGC AGT GAC AAA TTT GCC 4 8 

Met Ser Lys Thr Thr Asn Lys Trp Trp Glu Ser Ser Asp Lys Phe Ala 
785 790 795 

CAG GAC GTG TAT AAG CAG TTT GTG CAA TTT TAT GAA AAA GCT ACT GGA 96 
Gin Asp Val Tyr Lys Gin Phe Val Gin Phe Tyr Glu Lys Ala Thr Gly 
800 805 810 

ACA GAC TTA -GAG CTT ATT CAA ATT TTA AAA GAC CAT TAC AAC ATT TCT 14 4 

Thr Asp Leu Glu Leu He Gin He Leu Lys Asp His Tyr Asn He Ser 
815 820 825 

TTA GAT AAT CCT TTA GAA AAC CCC TCT TCT TTA TTT GAC TTA GTT GCT 192 
Leu Asp Asn Pro Leu Glu Asn Pro Ser Ser Leu Phe Asp Leu Val Ala 
830 835 840 845 

CGC ATT AAA AGT AAT CTT AAA AAC TCT CCA GAC CTA TAT AGT CAT CAT 24 0 

Ara He Lys Ser Asn Leu Lys Asn Ser Pro. Asp Leu Tyr Ser His His 
850 855 860 

TTT CAG AGC CAT GGA CAG TTA TCT GAC CAC CCC CAT GCC TTA TCA TCC 288 
Phe Gin Ser His Gly Gin Leu Ser Asp His Pro His Ala Leu Ser Ser 
865 870 875 

AGT AAC AGT AGT GCA GAA CCT AGA GGA GAA AAT GCA GTA TTA TCT AGT 336 
Ser Asn Ser Ser Ala Glu Pro Arg Gly Glu Asn Ala Val Leu Ser Ser 
880 885 890 

GAA GAC TTA CAC AAG CCT GGG CAA GTT AGC ATA CAA TTA CCC GGT ACT 384 
Glu Asp Leu His Lys Pro Gly Gin Val Ser lie Gin Leu Pro Gly Thr 
895 900 905 

AAC TAT GTT GGG CCT.GGC AAT GAG CTA CAA GCT GGG CCT CCG .CAG AAT 432 
Asn Tyr Val Gly Pro Gly Asn Glu Leu Gin Ala Gly Pro Pro Gin Asn 
.910 915 920 925 

GCT GTG GAC AGT GCT GCA AGG ATT CAT GAC TTT AGG TAT AGC CAA TTG 480 

Ala Val Asp Ser Ala Ala Arg He His Asp Phe Arg Tyr Ser Gin Leu 

- - - - 935' . - - . ... 

GCT AAG TTG GGA ATA AAT CCT TAT ACA CAT TGG ACG GTA GCA GAT GAA 528 
Ala Lys Leu Gly He Asn Pro Tyr Thr His Trp Thr Val Ala Asp Glu 
945 950 955 

GAA TTG TTA AAA AAT ATA AAA AAT GAA ACA GGG TTT CAA GCA CAA GCA 576 
Glu Leu Leu Lys Asn He Lys Asn Glu Thr Gly Phe Gin Ala Gin Ala 
960 965 970 

GTA AAA GAT TAC TTT ACT TTA AAA GGT GCA GCT GCC CCT GTG 6CC CAT 624 
Val Lys Asp Tyr Phe Thr Leu Lys Gly Ala Ala Ala Pro Val Ala His 
975 980 985 

TTT CAA GGA AGT TTA CCG GAA GTG CCC GCG TAC AAC GCC TCA GAA AAA 672 
Phe Gin Gly Ser Leu Pro Glu Val Pro Ala Tyr Asn Ala Ser Glu Lys 
990 995 1000 1005 
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<210> 88 
<211> 227 
<212> PRT 

<213> erythrovirus 

<400> 88 . r.u 

Met Ser Lys Thr Thr Asn Lys Trp Trp Glu Ser Ser Asp Lys Phe Ala 
1 5 10 15 

Gin Asp Val Tyr Lys Gin Phe Val Gin Phe Tyr Glu Lys Ala Thr Gly 
20 25 30 

Thr Asp Leu Glu Leu lie Gin He Leu Lys Asp His Tyr Asn He Ser 
35 40 45 

Leu Asp Asn Pro Leu Glu Asn Pro Ser Ser Leu Phe Asp Leu Val Ala 
50 55 60 

Arg He Lys Ser Asn Leu Lys Asn Ser Pro Asp Leu Tyr Ser His His 
65 "70 75 80 

Phe Gin Ser His Gly Gin Leu Ser Asp His Pro His Ala Leu Ser Ser 
85 90 

Ser Asn Ser Ser Ala Glu Pro Arg Gly Glu Asn Ala Val Leu Ser Ser 
100 105 110 

Glu Asp Leu His Lys Pro Gly Gin Val Ser He Gin Leu Pro Gly Thr 
115 120 125 

Asn Tyr Val Gly Pro Gly Asn Glu Leu Gin Ala Gly Pro Pro Gin Asn 
130 135 140 

Ala Val Asp Ser Ala Ala Arg He His Asp Phe Arg Tyr Ser Gin Leu 
145 150 155 160 

Ala Lys Leu Gly He Asn Pro Tyr Thr His Trp Thr Val Ala Asp Glu 
165 170 175 

Glu Leu Leu Lys Asn He Lys Asn Glu Thr Gly Phe Gin Ala Gin Ala 
180 185 190 

Val Lys Asp Tyr Phe Thr Leu Lys Gly Ala Ala Ala Pro Val Ala His 
195 200 205 

Phe Gin Gly Ser Leu Pro Glu Val Pro Ala Tyr Asn Ala Ser Glu Lys 
210 215 220 

Tyr Pro Ser 

225 

<210> 89 
<211> 306 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 

TTG°CTC^GCA TTA AAA GTA ATC TTA AAA ACT CTC CAG ACC TAT ATA GTC 48 
Leu Leu Ala Leu Lys Val He Leu Lys Thr Leu Gin Thr Tyr He Val 
230 235 240 

ATC ATT TTC AGA GCC ATG GAC AGT TAT CTG ACC ACC CCC ATG CCT TAT 96 
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He He Phe Rxg Ala Met Asp Ser Tyr Leu Thr Thr Pro Met Pro Tyr 
245 250 255 

CAT CCA GTA ACA GTA GTG CAG AAC CTA GAG GAG AAA ATG CAG TAT TAT 144 
His Pro Val Thr Val Val Gin Asn Leu Glu Glu Lys Met Gin Tyr Tyr 
260 265 270 275 

CTA GTG AAG ACT TAC ACA AGC CTG GGC AAG TTA GCA TAC AAT TAC CCG 192 
Leu Val Lys Thr Tyr Thr Ser Leu Gly Lys Leu Ala Tyr Asn Tyr Pro 

280 285 290 

GTA CTA ACT ATG TTG GGC CTG GCA ATG AGC TAC AAG CTG GGC CTC CGC 240 
Val Leu Thr Met Leu Gly Leu Ala Met Ser Tyr Lys Leu Gly Leu Arg 
295 300 305 

AGA ATG CTG TGG ACA GTG CTG CAA GGA TTC ATG ACT TTA GGT ATA GCC 288 
Ara Met Leu Trp Thr Val Leu Gin Gly Phe Met Thr Leu Gly He Ala 
^ 310 315 320 

AAT TGG CTA AGT TGG GAA 
Asn Trp Leu Ser Trp Glu 
325 

<210> 90 

<211> 102 
<212> PRT 

<213> erythrovirus 

Le^Leu^Ala Leu Lys Val He Leu Lys Thr Leu Gin Thr Tyr lie Val 
1 5 10 15 

He He Phe Arg Ala Met Asp Ser Tyr Leu Thr Thr Pro Met Pro Tyr 

20 . 25 30 

His Pro Val Thr Val Val Gin Asn Leu Glu Glu Lys Met Gin Tyr Tyr 
35 40 45 

Leu Val Lys Thr Tyr Thr Ser Leu Gly Lys Leu Ala Tyr Asn Tyr Pro 
50 55 60 

Val Leu Thr Met Leu Gly Leu Ala Met Ser Tyr Lys Leu Gly Leu Arg 
65 ''O ^° 

Arg Met Leu Trp Thr Val Leu Gin Gly Phe Met Thr Leu Gly lie Ala 
85 90 " 

Asn Trp Leu Ser Trp Glu 
100 

<210> 91 

<211> 1662 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

ATG°ACT^TCA GTT AAC TCT GCA GAA GCC AGC ACT GGT GCA GGC GGG GGA 48 
Met Thr Ser Val Asn Ser Ala Glu Ala Ser Thr Gly Ala Gly Gly Gly 
105 110 115 

GGT AGC AAC CCT ACA AAA AGC ATG TGG AGT GAA GGG GCT ACA TTT ACT 96 
Gly Ser Asn Pro Thr Lys Ser Met Trp Ser Glu Gly Ala Thr Phe Thr 
120 125 130 
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GCT AAT TCT GTA ACG TGT ACA TTC TCT AGG CAA TTT TTA ATT CCA TAT 14 4 

Ala Asn Ser Val Thr Cys Thr Phe Ser Arg Gin Phe Leu He Pro Tyr 
135 140 145 150 

GAT CCA GAG CAT CAT TAT AAA GTG TTC TCT CCA GCA GCT AGT AGC TGC 192 
Asp Pro Glu His His Tyr Lys Val Phe Ser Pro Ala Ala Ser Ser Cys 
155 160 165 

CAC AAT GCT AGT GGG AAA GAG GCA AAA GTG TGC ACT ATT AGT CCC ATT 240 
His Asn Ala Ser Gly Lys Glu Ala Lys Val Cys Thr He Ser Pro He 
170 175 . 180 

ATG GGG TAC TCT ACT CCG TGG AGA TAC TTA GAT TTT AAT GCT TTA AAT 288 
Met Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Arg Tyr Leu Asp Phe Asn Ala Leu Asn 
185 190 195 

TTG TTT TTC TCA CCA TTA GAG TTT CAG CAC TTA ATT GAA AAT TAT GGT 336 
Leu Phe Phe Ser Pro Leu Glu Phe Gin His Leu He Glu Asn Tyr Gly 
200 205 210 

AGT ATA GCT CCA GAT GCT TTA ACT GTA ACT ATT TCA GAA ATT GCT GTA 384 
Ser He Ala Pro Asp Ala Leu Thr Val Thr He Ser Glu He Ala Val 
215 220 225 230 

AAA GAT GTC ACA GAC AAA ACA GGA GGA GGT GTG CAA GTT ACT GAC AGC 432 
Lys Asp Val Thr Asp Lys Thr Gly Gly Gly Val Gin Val Thr Asp Ser 
235 240 245 

ACC ACA GGA CGT TTG TGT ATG TTA GTG GAT CAT GAG TAT AAA TAC CCA 480 
Thr Thr Gly Arg Leu Cys Met Leu Val Asp His Glu Tyr Lys Tyr Pro 
250 255 260 

TAT GTG CTA GGT CAG GGA CAA GAC ACA CTA GCT CCA GAA CTG CCC ATT 528 
Tyr Val Leu Gly Gin Gly Gin Asp Thr Leu Ala Pro Glu Leu Pro He 
265 270 275 

TGG GTT TAC TTT CCC CCC CAG TAT GCT TAC TTA ACA GTA GGT GAA GTA 576 
Trp Val Tyr Phe Pro Pro Gin Tyr Ala Tyr Leu Thr Val Gly Glu Val 
280 285 290 

AAC ACA CAA GGA ATT TCA GGA GAC AGC AAA AAA TTG GCT AGT GAA GAA 624 
Asn Thr Gin Gly He Ser Gly Asp Ser Lys Lys Leu Ala Ser Glu Glu 
295 300 305 310 

TCA GCT TTT TAT GTG TTA GAG CAC AGT TCA TTT GAA CTT TTG GGT ACA 672 
Ser Ala Phe Tyr Val Leu Glu His Ser Ser Phe Glu Leu Leu Gly Thr 
315 320 325 

GGG GGA TCT GCC ACT ATG TCC TAC AAA TTT CCA GCT GTG CCC CCA GAA 720 
Gly Gly Ser Ala Thr Met Ser Tyr Lys Phe Pro Ala Val Pro Pro Glu 
330 335 340 

AAC CTA GAA GGC TGC AGC CAA CAT TTT TAT GAA ATG TAC AAC CCT TTG 768 
Asn Leu Glu Gly Cys Ser Gin His Phe Tyr Glu Met Tyr Asn Pro Leu 
345 350 355 

TAC GGT TCT CGT TTA GGG GTA CCT GAC ACA TTA GGA GGG GAC CCT AAA 816 
Tyr Gly Ser Arg Leu Gly Val Pro Asp Thr Leu Gly Gly Asp Pro Lys 
360 365 370 

TTT AGA TCA TTG ACA CAC GAA GAC CAC GCA ATT CAG CCA CAA AAC TTT 864 
Phe Arg Ser Leu Thr His Glu Asp His Ala He Gin Pro Gin Asn Phe 
375 380 385 390 



ATG CCT GGG CCA CTA ATA AAT TCA GTG TCT ACC AAA GAA GGA GAC AAT 
Met Pro Gly Pro Leu He Asn Ser Val Ser Thr Lys Glu Gly Asp Asn 
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395 400 405 



TCT AAT ACA GGT GCT GGA AAA GCC CTT ACG GGG CTT AGT ACT GGC ACT 
Ser Asn Thr Gly Ala Gly Lys Ala Leu Thr Gly Leu Ser Thr Gly Thr 
410 415 420 



960 



AGC CAA AAC ACC AGA ATT TCC CTA CGC CCC GGG CCA GTA TCT CAG CCA lt)08 
Ser Gin Asn Thr Arg lie Ser Leu Arg Pro Gly Pro Val Ser Gin Pro 
425 430 435 

TAG CAT CAC TGG GAC ACT GAT AAA TAT GTT ACA GGA ATA AAT GCC ATT 1056 
Tyr His His Trp Asp Thr Asp Lys Tyr Val Thr Gly He Asn Ala He 
440 445 450 

TCA CAT GGA CAA ACC ACT TAT GGA AAT GCT GAG GAC AAA GAG TAT CAG 1104 
Ser His Gly Gin Thr Thr Tyr Gly Asn Ala Glu Asp Lys Glu Tyr Gin 
455 460 465 470 

CAA GGG GTA GGA AGA TTT CCA AAT GAA AAA GAA CAG CTT AAG CAG TTA 1152 
Gin Gly Val Gly Arg Phe Pro Asn Glu Lys Glu Gin Leu Lys Gin Leu 
475 480 485 

CAA GGT CTT AAC ATG CAC ACA TAG TTC CCT AAT AAA GGA ACC CAA CAA 1200 
Gin Gly Leu Asn Met His Thr Tyr Phe Pro Asn Lys Gly Thr Gin Gin 
490 495 500 

TAG ACA GAC CAA ATT GAA CGC CCT CTT ATG GTG GGC TCT GTT TGG AAC 1248 
Tyr Thr Asp Gin He Glu Arg Pro Leu Met Val Gly Ser Val Trp Asn 
505 510 515 

AGA AGA GCT CTT CAC TAT GAA AGT CAG CTG TGG AGT AAA ATC CCT AAC 1296 
Arg Arq Ala Leu His Tyr Glu Ser Gin Leu Trp Ser Lys He Pro Asn 
520 525 530 

TTA GAT GAC AGT TTT AAA ACT CAA TTT GCA GCC CTA GGC GGG TGG GGT 1344 
Leu Asp Asp Ser Phe Lys Thr Gin Phe Ala Ala Leu Gly Gly Trp Gly 
535 540 545 550 

TTG CAT CAA CCA CCC CCT CAA ATA TTT TTA AAA ATA CTA CCA CAA AGT 1392 
Leu His Gin Pro Pro Pro Gin He Phe Leu Lys He Leu Pro Gin Ser 

555 560 565 

GGG CCA ATT GGA GGT ATT AAA TCC ATG GGA ATT ACT ACT TTA GTT CAA • 1440 
Gly Pro He Gly Gly He Lys Ser Met Gly He Thr Thr Leu Val Gin 
^ 570 575 580 

TAT GCT GTG GGA ATA ATG ACA GTT ACC ATG ACC TTT AAA TTG GGA CCT 1488 
Tyr Ala Val Gly He Met Thr Val Thr Met Thr Phe Lys Leu Gly Pro 
585 ' 590 ' " 595 

CGA AAG GCT ACT GGA AGG TGG AAT CCC CAG CCT GGC GTT TAT CCT CCT 1536 
Arg Lys Ala Thr Gly Arg Trp Asn Pro Gin Pro Gly Val Tyr Pro Pro 
600 605 610 

CAT GCA GCT GGT CAT TTA CCA TAT GTA CTG TAT GAC CCC ACA GCT "ACA 1584 
His Ala Ala Gly His Leu Pro Tyr Val Leu Tyr Asp Pro Thr Ala Thr 
615 620 , 625 630 

GAT GCA AAG CAA CAC CAC AGA CAC GGA TAT GAA AAG CCT GAA GAA TTG 1632 
Asp Ala Lys Gin His His Arg His Gly Tyr Glu Lys Pro Glu Glu Leu 
635 640 645 

TGG ACT GCC AAA AGC CGT GTG CAC CCA TTG ^662 
Trp Thr Ala Lys Ser Arg Val His Pro Leu 
650 655 
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<210> 92 
<211> 554 
<212> PRT 

<213> erythrovirus 
<400> 92 

Met Thr Ser Val Asn Ser Ala Glu Ala Ser Thr Gly Ala Gly Gly Gly 
15 10 15 

Gly Ser Asn Pro Thr Lys Ser Met Trp Ser Glu Gly Ala Thr Phe Thr 
20 25 30 

Ala Asn Ser Val Thr Cys Thr Phe Ser Arg Gin Phe Leu He Pro Tyr 
35 40 45 

Asp Pro Glu His His Tyr Lys Val Phe Ser Pro Ala Ala Ser Ser Cys 
50 55 * 60 

His Asn Ala Ser Gly Lys Glu Ala Lys Val Cys Thr He Ser Pro He 
65 70 75 80 

Met Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Arg Tyr Leu Asp Phe Asn Ala Leu Asn 
85 90 95 

Leu Phe Phe Ser Pro Leu Glu Phe Gin His Leu He Glu Asn Tyr Gly 
100 105 110 

Ser He Ala Pro Asp Ala Leu Thr Val Thr He Ser Glu He Ala Val 
115 120 125 

Lys Asp Val Thr Asp Lys Thr Gly Gly Gly Val Gin Val Thr Asp Ser 
130 135 140 

Thr Thr Gly Arg Leu Cys Met Leu Val Asp His Glu Tyr Lys Tyr Pro 
145 150 155 160 

Tyr Val Leu Gly Gin Gly Gin Asp Thr Leu Ala Pro Glu Leu Pro He 
165 170 175 

Trp Val Tyr Phe Pro Pro Gin Tyr Ala Tyr Leu Thr Val Gly Glu Val 

180 185 190 

Asn Thr Gin Gly He Ser Gly Asp Ser Lys Lys Leu Ala Ser Glu Glu 
195 200 205 

Ser Ala Phe Tyr Val Leu Glu His Ser Ser Phe Glu Leu Leu Gly Thr 
210 215 220 

Gly "Gly Ser Ala Thr Met Ser Tyr Lys Phe Pro Ala Val "Pro Pro Glu 
225 230 235 240 

Asn Leu Glu Gly Cys Ser Gin His Phe Tyr Glu Met Tyr Asn Pro Leu 
245 250 . 255 

Tyr Gly Ser Arg Leu Gly Val Pro Asp Thr Leu Gly Gly Asp Pro Lys 
260 265 270 

Phe Arg Ser Leu Thr His Glu Asp His Ala He Gin Pro Gin Asn Phe 
275 280 285 

Met Pro Gly Pro Leu He Asn Ser Val Ser Thr Lys Glu Gly Asp Asn 
290 295 300 

Ser Asn Thr Gly Ala Gly Lys Ala Leu Thr Gly Leu Ser Thr Gly Thr 
305 310 . 315 320 
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Ser Gin Asn Thr Arg lie Ser Leu Arg Pro Gly Pro Val Ser Gin Pro 
325 330 335 

Tyr His His Trp Asp Thr Asp Lys Tyr Val Thr Gly He Asn Ala He 
340 345 350 

Ser His Gly Gin Thr Thr tyr Gly Asn Ala Glu Asp Lys Glu Tyr Gin 
355 360 365 

Gin Gly Val Gly Arg Phe Pro Asn Glu Lys Glu Gin Leu Lys Gin Leu 
370 375 380 

Gin Gly Leu Asn Met His Thr Tyr Phe Pro Asn Lys Gly Thr Gin Gin 
385 390 395 400 

Tyr Thr Asp Gin He Glu Arg Pro Leu Met Val Gly Ser Val Trp Asn 
405 410 415 

Arg Arg Ala Leu His Tyr Glu Ser Gin Leu Trp Ser Lys He Pro Asn 
420 425 430 

Leu Asp Asp Ser Phe Lys Thr Gin Phe Ala Ala Leu Gly Gly Trp Gly 

435 440 445 

Leu His Gin Pro Pro Pro Gin He Phe Leu Lys He Leu Pro Gin Ser 
450 455 460 

Gly Pro He Gly Gly He Lys Ser Met Gly He Thr Thr Leu Val Gin 
465 470 475 480 

Tyr Ala Val Gly He Met Thr Val Thr Met Thr Phe Lys Leu Gly Pro 

485 490 495 

Arg Lys Ala Thr Gly Arg Trp Asn Pro Gin Pro Gly Val Tyr Pro Pro 
500 505 510 

His Ala Ala Gly His Leu Pro Tyr Val Leu Tyr Asp Pro Thr Ala Thr 
515 520 525 

Asp Ala Lys Gin His His Arg His Gly Tyr Glu Lys Pro Glu Glu Leu 
530 535 540 

Trp Thr Ala Lys Ser Arg Val His Pro Leu 
545 550 

<210> 93 
<211> 396 
<212> ADN 

■<213> erythrovirus 
<400> 93 

CCT TTA AAT TGG GAC CTC GAA AGG CTA CTG GAA GGT GGA ATC CCC AGC 4 8 

Pro Leu Asn Trp Asp Leu Glu Arg Leu Leu Glu Gly Gly He Pro Ser 
555 560 565 570 

CTG GCG TTT ATC CTC CTC ATG CAG CTG GTC ATT TAC CAT ATG TAG TGT 96 
Leu Ala Phe He Leu Leu Met Gin Leu Val He Tyr His Met Tyr Cys 
575 580. 585 

ATG ACC CCA CAG CTA CAG ATG CAA AGC AAC ACC ACA GAC ACG GAT ATG 144 
Met Thr Pro Gin Leu Gin Met Gin Ser Asn Thr Thr Asp Thr Asp Met 
590 595 600 

AAA AGC CTG AAG AAT TGT GGA CTG CCA AAA GCC GTG TGC ACC CAT TGT 192 
Lys Ser Leu Lys Asn Cys Gly Leu Pro Lys Ala Val Cys Thr His Cys 
605 610 615 
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AAA CAT TCC CCA CCG TGT CCT CAG CCA GGA ACC GTC ACC CAC CGC CCA 240 
Lys His Ser Pro Pro Cys Pro Gin Pro Gly Thr Val Thr His Arg Pro 
620 ^ 625 630 

CCT GTG CCG CCC AGA TTA- TAT GTG CCC CCT CCA ATA CCC CGT AGG CAA 288 
Pro Val Pro Pro Arg Leu Tyr Val Pro Pro Pro lie Pro Arg Arg Gin 
635 640 645 650 

CCA TCT ATA AAA GAT ACA GAC GCT GTA GAA TAT AAA TTA TTA ACT AGA 336 
Pro Ser lie Lys Asp Thr Asp Ala Val Glu Tyr Lys Leu Leu Thr Arg 
655 660 665 



TAT GAA CAA CAT GTA ATT AGA ATG CTA AGA TTA TGT AAT ATG TAC ACA 
Tyr Glu Gin His Val lie Arg Met Leu Arg Leu Cys Asn Met Tyr Thr 
670 675 680 



384 



AGT TTG GAA AAA 
Ser Leu Glu Lys 
685 



396 



<210> 94 
<211> 132 
<212> PRT 

<213> erythrovirus 

<400> 94 

Pro Leu Asn Trp Asp Leu Glu Arg Leu Leu Glu Gly Gly He Pro Ser 
15 10 15 

Leu Ala Phe He Leu Leu Met Gin Leu Val He Tyr His Met Tyr Cys 

20 25 30 

Met Thr Pro Gin Leu Gin Met Gin Ser Asn Thr Thr Asp Thr Asp Met 
35 40 45 

Lys Ser Leu Lys Asn Cys Gly Leu Pro Lys Ala Val Cys Thr His Cys 
50 55 60 

Lys His Ser Pro Pro Cys Pro Gin Pro Gly Thr Val Thr His Arg Pro 
65 70 75 80 

Pro Val Pro Pro Arg Leu Tyr Val Pro Pro Pro He Pro Arg Arg Gin 
85 90 95 

Pro Ser He Lys Asp Thr Asp Ala Val Glu Tyr Lys Leu Leu Thr Arg 
100 105 ■ 110 

Tyr Glu Gin His Val He Arg Met Leu Arg Leu Cys Asn Met Tyr Thr 
115 120 125 

Ser Leu Glu Lys 
130 

<210> 95 
<2H> 40 
<212> PRT 
' <213> erythrovirus 

<400> 95 

Met Ser Lys Thr Thr Asn Lys Trp Trp Glu Ser Ser Asp Lys Phe Ala 
1 5 10 . 15 

Gin Asp Val Tyr Lys Gin Phe Val Gin Phe Tyr Glu Lys Ala Thr Gly 
20 25 30 
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Thr Asp Leu Glu Leu lie Gin lie 
35 40 

<210> 96 

<211> 21 

<212> PRT 

<213> erythrovirus 

<400> 96 

Ser Leu Phe Asp Leu Val Ala Arg He Lys Ser Asn Leu Lys Asn Ser 
15 10 . 15 

Pro Asp Leu Tyr Ser 
20 

<210> 97 
<211> 24 
<212> PRT 

<213> erythrovirus 
<400> 97 

Leu Ser Asp His Pro His Ala Leu Ser Ser Ser Asn Ser Ser Ala Glu 
1 5 10 15 

Pro Arg Gly Glu Asn Ala Val Leu 
20 

<210> 98 

<211> 21 

<212> PRT 

<213> erythrovirus 

<400> 98 

Glu Asp Leu His Lys Pro Gly Gin Val Ser He Gin Leu Pro Gly Thr 
1 5 10 15 

Asn Tyr Val Gly Pro 
20 

<210> 99 
<211> 22 
<212> PRT 

<213> erythrovirus 
<400> 99 

Gly Asn Glu Leu Gin Ala Gly Pro Pro Gin Asn Ala Val Asp Ser Ala 
1 5 10 15 

"Ala Arg lie His Asp Phe " • 

20 

<210> 100 
<211> 21 
<212> PRT 

<213> erythrovirus 
<400> 100 

He Lys Asn Glu Thr Gly Phe Gin Ala Gin Ala Val Lys Asp Tyr Phe 
15 10 15 

Thr Leu Lys Gly Ala 
20 

<210> 101 
<211> 32 
<212> PRT 
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<213> erythrovirus 

<400>^101^^^ Gly Ala Gly Gly Gly Gly Ser Asn Pro Thr Lys Ser Met Trp 
1 5 10 15 

Ser Glu Gly Ala Thr Phe Thr Ala Asn Ser Val Thr Cys Thr Phe Ser - 
20 25 30 

<210> 102 
<211> 21 

<212> PRT . 
<213> erythrovirus 



<400> 102^^^ Gin Tyr Ala Tyr Leu Thr Val Gly Glu Val Asn Thr Gin Gly 
1 5 10 15 



He Ser Gly Asp Ser 
20 

<210> 103 
<211> 37 
<212> PRT 

<213> erythrovirus 

^'^^^^ia^he Tyr Val Leu Glu His Ser Ser Phe Glu Leu Leu Gly Thr Gly 
1 5 10 

Gly ser Ala Thr Met Ser Tyr Lys Phe Pro Ala Val Pro Pro Glu Asn 

20 25 30 . 

Leu Glu Gly Cys Ser 
35 

<210> 104 
<211> 28 
<212> PRT 

<213> erythrovirus 

'''°°'^Gin'Asn Phe Met Pro Gly Pro Leu lie Asn Ser Val Ser Thr Lys Glu 
1 5 10 

Gly Asp Asn Ser Asn Thr Gly Ala Gly Lys Ala Leu 
20 25 

<2I0> 105 * " 

<211> 19 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 105 19 
TGCAGATGCC CTCCACCCA 

<210> 106 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 106 21 
GCTGCTTTCA CTGAGTTCTT C 



<210> 107 
<211> 20 
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<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 107 

GACCAGTTCA GGAGAATCAT 20 

<210> 108 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 108 

ATCGGCAAGC GGCGTGTAA 1^ 

<210> 109 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 109 

ATCCAGACAG GTAAGCACAT 20 

<210> 110 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 110 

ATCGGCAAGC GGCGTGTAAA A 21 

<210> 111 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 111 

CATGCCTTAT CATCCAGTA 

<210> 112 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 112 

TTGGCTATAC CTAAAGTCAT 20 
<210> 113 

<211> 19 - - 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 113 

CACTATGAAA ACTGGGCAA 

<210> 114 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 



<400> 114 

ACAATTCTTC ATCTGCTAC 



19 
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<210> 115 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> erythrovirus 
<400> 115 

AAACTGGGCA ATAAACTACA C 21 

<210> 116 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 116 

CTTCATCTGC TACCGTCCAA 20 

<210> 117 

<211> 33 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 117 

AAAGGCCTAG ATCTTGTAGA TTATGAGTAA AAC 



<210> 118 

<211> 26 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 118 

CGGAATTCGG TGGGTGACGG TTCCTG 



<210> 119 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 119 ,Q 
CACGGATCCA TACCCCAGCA TGACTTCAG 

<210> 120 

<211> 26 ■ 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 

<400> 120 

CACGGATCCG GTGGGTGACG GTTCCTG 



<210> 121 

<211> 36 

<212> ADN 

<213> erythrovirus 



<400> 121 

ACCAGTATCA GCAGCAGTGG TGGTGAAAGC TCTGAA 
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inventive par rapport au document considere isoiement - 
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documents de meme nature, cette oomblnaison etant evidente 
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DATABASE EMBL NUCLEOTIDE AND PROTEIN 
SEQUENCE, - 8 octobre 1997 XP002079558 
Hinxton, GB 

AC= E09420. Nucleotide encoding human 
parvovirus 
-& DATABASE WPI 
Week 9532 

Derwent Publications Ltd., London, GB: 
AN 95-242756 
XP002079561 

& JP 07 147986 A (DENKA SEIKEN KK, DENKI 
KAGAKU KOGYO KK), 13 juin 1995 
voir abrege 

A. HEMAUER ET AL.,: "Sequence variability 

among different parvovirus B19 Isolates" 

JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY, 

vol. 77, 1996, pages 1781-1785, 

XP002079559 

Reading, GB 

voir Figure X 

K.E HICKS ET AL.,: "Sequence analysis of 

a parvovirus B19 isolate and baculovirus 

expression of the non-structural proteins" 

ARCHIVES OF VIROLOGY, 

vol. 141, 1996, pages 1319-1327, 

XP002079560 

voir Figure Y 

WO 96 09391 A {H, WOLF ET AL.,) 

28 mars 1996 

cite dans la demande 

voir abrege 

voir page 3, alinea 2 - page 5, dernier 
alinea 

DE 40 03 826 A (MIKROGEN 
MOLEKULARBIOLOGISCHE) 14 aoQt 1991 
voir page 2-4; exemples 1,4,5 
& WO 91 12269 A 
cite dans la demande 

NGUYEN QT ET AL., : "Detection of an 
erythrovirus sequence distinct from B19 in 
a child with acute anaemia (letter)" 
LANCET, 

vol. 352, no. 9139, 7 novembre 1998, page 

pl524 XP002102846 

voir le document en entier 
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R6publique de Moldova 


TG 


Togo 

Tadjikistan 


BB 


Baibade 


GH 


Ghana 


MG 


Madagascar 


TJ 


BE 


Belgique 


GN 


Guinfe 


MK 
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